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1 Einleitung 
 
1.1 Arterioskleroseentstehung 
 
Jährlich versterben in der Bundesrepublik Deutschland nach Angaben des 
Statistischen Bundesamtes etwa 300 000 Menschen an den Folgen von Herz-
Kreislauferkrankungen. Davon erlagen 55 % der Männer und 45 % der Frauen einem 
Herzinfarkt. Zu den Herz-Kreislauferkrankungen zählt auch die Koronare Herz-
krankheit (KHK). Männer erkranken mit einer Lebenszeitprävalenz von 30 % etwa 
doppelt so häufig wie Frauen an einer KHK, aber mittlerweile häuft sich auch bei 
Frauen jenseits der Menopause dieses Erkrankungsbild. 
Die KHK ist noch nicht bis ins letzte Detail erforscht, aber es wurden viele 
Erkenntnisse über ihre Entstehung und Ursache gewonnen. In der Framingham-
studie (Wilson et al. 1998) und der PROCAM-Studie (Assmann et al. 2002) zum 
Beispiel deckte man wichtige Risikofaktoren der KHK auf. Dazu gehören Rauchen, 
zunehmendes Alter, Hypertonie und kardiovaskuläre Insulte in der Familien-
anamnese. Laut PROCAM steigt das Infarktrisiko mit steigendem LDL-Spiegel und 
die Framinghamstudie lieferte ähnliche Ergebnisse.  
Die Pathogenese der KHK ist eng mit dem Vorhandensein einer Arteriosklerose 
verbunden. Nach derzeitigem Wissensstand gibt es einen Zusammenhang zwischen 
Cholesterin- und Lipidüberschuss im Blut, und einige lipid- und cholesterinsenkende 
Medikamente wie Statine und Fibrate haben bereits ihren therapeutischen Nutzen 
bewiesen (LaRosa et al. 1999; Shek et al. 2001; Vaughan et al. 1996).  
Die Entstehung der Arteriosklerose ist ein komplexer Vorgang, und nach der 
„Response to Injury“- Hypothese von Russel Ross (1929-1999) löst ein 
Endotheldefekt in der Arterienintima einen inflammatorischen Prozess im Inneren 
des Gefäßes wie bei einer Entzündungsreaktion aus (Ross et al. 1999). Nach 
Aktivierung von Endothelzellen werden auf ihrer Oberfläche Adhäsionsmoleküle 
exprimiert, die Monozyten, Lymphozyten und Thrombozyten an der Zellwand 
anhaften lassen. Durch Zytokine und Chemokine angelockt kommen weitere 
Monozyten, um in die Intima einzudringen. Dort differenzieren sich Monozyten zu 
Makrophagen und produzieren ihrerseits chemotaktische Stoffe. Durch eine lokale 
Verletzung der Gefäßwand wird laut Ross die Proliferation glatter Muskelzellen 
angeregt, die zu einer starken Schwellung der Intima eines Gefäßes führt (ebenda). 
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Der von Ross identifizierte „platelet derived growth factor“, ein von Thrombozyten 
abgegebener Wachstumsfaktor (Ross et al. 1995), stimuliert die übermäßige 
Proliferation glatter Muskelzellen, die zusammen mit Fibroblasten, extrazellulärer 
Matrix, Makrophagen und Lymphozyten arteriosklerotische Plaques bilden. Wenn die 
Plaques aufreißen, kann dies zur Aktivierung zahlreicher Thrombozyten führen, und 
durch Thrombusbildung kann es zum kompletten Gefäßverschluß kommen (ebenda). 
Makrophagen spielen eine tragende Rolle bei der Arterioskleroseentstehung. Bei 
einem Überschuß an Cholesterin im Serum werden diese von Makrophagen über 
Scavenger-Rezeptoren („Müllschlucker“-Rezeptoren) aufgenommen (Yamada et al. 
1998). Menschliche Makrophagen und Mausmakrophagen exprimieren 
Zelloberflächenrezeptoren, die LDL binden und aufnehmen (ebenda). Dies führt zur 
unkontrollierten Aufnahme mit Bildung von intrazellulären Cholesterinanhäufungen, 
die dem Makrophagen ein schaumiges Aussehen geben (Brown et al. 1983). Bei der 
Entstehung der Arteriosklerose spielen Schaumzellen vermutlich eine bedeutsame 
Rolle, da sie in frühen und fortgeschrittenen Stadien von arteriosklerotischen 
Läsionen entdeckt wurden (Gerrity et al. 1981). 
Die überschüssigen Lipide im Blut stammen aus der Nahrung, werden in das Blut 
aufgenommen und sammeln sich im Extrazellularraum an. Verkürzt dargestellt 
werden Triglyzeride und Cholesterin von Low Density Lipoprotein (LDL) in die 
Peripherie des Blutkreislaufes und von dessen Gegenspieler High Density 
Lipoprotein (HDL) im Rahmen des Reversen Cholesterintransportes wieder zurück 
zur Leber und anderen Cholesterin verwertenden Organen transportiert, um dort als 
Grundlage für die Gallensäurebiosynthese oder zur Bildung von Steroidhormonen 
und Vitamin D zu dienen (Fielding et Fielding 1997). 
Je mehr Cholesterin in Form des oxidierten LDL im Blut vorhanden ist und je weniger 
durch HDL zur Leber zurücktransportiert wird, desto mehr Cholesterin wird von 
Monozyten aufgenommen. Daher streben die neuesten Therapierichtlinien zur 
Behandlung der Koronaren Herzerkrankung eine Senkung des LDL Cholesterins auf 
unter 100 mg/dl an (Smith et al. 2001). 
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1.2 Die ABC-Transporter A1, G1 und G4 und ihre Funktion im 
Lipidstoffwechsel 
 
Da Makrophagen Adenosin-Triphosphat-binding cassette Transporter (ABC-
Transporter) auf ihrer Oberfläche exprimieren und diese, wie zahlreiche 
Forschungsergebnisse gezeigt haben, in den Lipidstoffwechsel involviert sind, 
hängen auch die ABC-Transporter eng mit dem Arteriosklerosegeschehen 
zusammen.  
Die ABC-Transporter ABCA1, ABCG1 und ABCG4 spielen in dieser Dissertation eine 
wichtige Rolle, daher wird ihre Funktion nachfolgend näher erläutert. 
ABC-Transporter sind eine entwicklungsgeschichtlich sehr alte Proteinfamilie, deren 
namengebende „ATP-binding cassette“ oder Nukleotidbindungsdomäne sich im 
Laufe der Evolution kaum verändert hat und sich deshalb bei Pro- und Eukaryonten 
auf DNA-Ebene kaum unterscheidet (Higgins et al. 1992).  
Der Prototyp eines Fullsize ABC-Transporters ist der ABCA1 Transporter, der am 
Genort 9q31 lokalisiert ist (Luciani et al. 1994; Rust et al. 1998). Der Fullsize-
Transporter besteht aus zwei Nukleotidbindungsdomänen mit Walker A und B „motif“ 
(Walker et al. 1982) und zwei Transmembrandomänen (TMDs), wobei jede der TMDs 
aus sechs membranumwindenen Helices aufgebaut ist (Higgins et al. 1992; Luciani 
et al. 1994). Die TMDs bestimmen, welche Moleküle transportiert werden, und die 
Energie dazu wird an der Nukleotidbindungsstelle mit ATP bereitgestellt (Dean et al. 
2001).  
Bei einer Länge von 6603 bp und 2201 Aminosäuren (Klein et al. 1999) wiegt der 
ABCA1-Transporter 220 kDa (Langmann et al. 1999). Diese Erkenntnisse wurden 
durch Klonierung der gesamten cDNA des ABCA1-Gens gewonnen (ebenda). ABC-
Transporter benötigen zum transmembranen Transport die Hydrolyse von ATP an 
ihren zwei Nukleotidbindungsstellen (Klein et al. 1999). Wenn ATP fehlt, führt dieser 
Mangel zum programmierten Zelltod, und auf dem Weg dorthin werden bestimmte 
Mechanismen, die weniger wichtig für die Zelle sind, bei Energiemangel abgestellt 
(Buttgereit et al. 2000). ABC-Transporter gehören jedoch zu den stärksten 
Energiekonsumenten in einer Zelle (Nagel et al. 1999). 
ABC-Transporter kommen in Zellen in Plasmamembranen, Peroxisomen, dem Golgi 
Apparat, im Endoplasmatischen Retikulum und in intrazellulären Sekretionsvesikeln 
vor (Schmitz et al. 2000; Orso et al. 2000). Außerdem bilden ABC-Transporter 
Multifunktionskomplexe (Ammala et al. 1996; Weixel et al. 2000) und übertragen ihre 
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Substanzen über Lipiddoppelschichten (Broccardo et al. 1999). Von ABC-
Transportern werden unter anderem Ionen, Aminosäuren, Peptide, Zucker, Vitamine 
und Steroidhormone transportiert (Higgins et al. 1992).  
Es wurde bereits nachgewiesen, in welchem Körpergewebe das humane ABCA1-
Gen (hABCA1-Gen) exprimiert wird und dass die hABCA1 Expression durch Sterole 
in Zellen reguliert wird (Langmann et al. 1999). Das humane ABCA1-Gen ist das 
menschliche Ortholog zum Maus-ABC1-Gen (ebenda). In den Geweben von 
Plazenta, Lunge, Trachea, Nebennieren, Milz, Uterus, Prostata, Hoden und Thymus 
kommt das ABCA1-Gen vermehrt vor (Langmann et al. 2003). Die höchste 
Expression kommt in der Plazenta, der Leber, der Lunge, der Nebenniere und in 
fetalem Gewebe vor (Langmann et al. 1999). Die Arbeitsgruppe um Kielar fand 
übereinstimmend dazu heraus, dass die mRNA-Mengen von ABCA1 während der 
menschlichen Adipozyten- und Monozytenproliferation hochreguliert werden (Kielar 
et al. 2003) und dass die höchsten mRNA Mengen von ABCA1 in Makrophagen 
vorhanden sind, die zuvor mit E-LDL beladen wurden, gefolgt von hohen 
Expressionswerten in Leber, Lunge, Plazenta und Magen (Kielar et al. 2001). Die 
niedrigsten Expressionswerte von ABCA1 wurden in Pankreas und Herz gefunden 
(ebenda). Bei den untersuchten Zellen handelte es sich um THP-1 Zellen, 
Monozyten und Fibroblasten (ebenda). 
Daher sind ABC-Transporter in den zellulären Lipidtransport intensiv eingebunden, 
und wie die klassischen Transporter MDR1 und MDR2, die zur ABCB-Subfamilie 
zählen, befördern sie Phospholipide zwischen innerer und äußerer Plasmamembran 
(van Helvoort et al. 1996, Crawford et al. 1997).  
ABCA1 ist darüber hinaus ein wichtiger Regulator des HDL-Stoffwechsels (Bodzioch 
et al. 1999, Brooks-Wilson et al. 1999, Rust et al. 1999), da es eine Schlüsselrolle bei 
der HDL-Cholesterinregulation im Plasma und bei der Wahrung des zellulären 
Cholesteringleichgewichtes einnimmt, welches bei Patienten mit der Tangier 
Erkrankung gestört ist (Orso et al. 2000). 
Bei Tangier-Patienten zum Beispiel liegt ein Defekt im ABCA1-Gen vor, und der 
Transport von Lipiden vom Golgi-Apparat zur Plasmamembran ist gestört (Orso et al. 
2000). Möglicherweise bewegt sich ABCA1 zwischen Plasmamembran und Golgi als 
Bestandteil eines vesikulären Transportweges hin und her (ebenda). In dieser 
Veröffentlichung wird unter anderem auch beschrieben, dass ABCA1 in 
Makrophagen durch Cholesterinbeladung hochreguliert wird und als Cholesterin- und 
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Phospholipidexporter fungiert. Die familiäre HDL-Defizienz bzw. Tangier-Erkrankung 
oder Analpha-Lipoproteinämie wird autosomal rezessiv vererbt (Bodzioch et al. 1999, 
Brooks-Wilson at al. 1999, Rust at al. 1999), und die Apolipoprotein A1-Synthese ist 
gestört. Ein Mangel an HDL-Cholesterin, eine Hypercholesterinämie und 
Cholesterinablagerungen in verschiedenen Organen, besonders im Monozyten-
Makrophagensystem, treten auf. Diese Faktoren führen zum klinischen Bild einer 
Hepatosplenomegalie, peripheren Polyneuropathie und Muskelatrophie. ABCA1 
spielt folglich eine tragende Rolle im Lipid- und Cholesterinstoffwechsel, und im 
Hinblick auf die Ätiologie der Arteriosklerose und von Dyslipidämien ist es 
interessant, die Aufgaben dieses Genes auf zellulärer Ebene genauer zu 
untersuchen. 
Zwei weitere, für den Lipidstoffwechsel genauer zu erforschende Gene, die in dieser 
Dissertation eine große Rolle spielen, stellen das ABCG1-Gen und das ABCG4-Gen 
dar, welche mit dem ABCA1-Gen phylogenetisch verwandt sind (Langmann et al. 
2000). Die Aminosäuresequenzen von ABCG1 und ABCG4 stimmen zu 72 % 
überein (Annilo et al. 2001). Im Gegensatz zu ABCA1 handelt es sich bei ABCG1 
und ABCG4 um Halfsize-Transporter. Nur in Verbindung können Halfsize-
Transporter als aktive Transporter funktionieren. Halfsize-Transporter bestehen aus 
einer einzelnen Nukleotidbindungsdomäne (NBD) und einer Transmembrandomäne, 
die sich aus sechs membranumwindenden Helices zusammensetzt (Schmitz et al. 
2001; Klein et al. 1999). 
Die Genloki lauten bei ABCG1 21q22.3 (Bonne-Tamir et al. 1996) und bei ABCG4 
11q23 (Engel et al. 2001). Das humane ABCG1-Gen wurde als erstes als Homolog 
des vorbekannten Drosophila-white-Genes beschrieben (Chen et al. 1996; Croop et 
al. 1997), deshalb trägt die ABCG-Familie nun den Namen „White Family“. Das 
gesamte Genom von Chromosom 21 wurde bereits entschlüsselt (Hattori et al. 
2000). Der genomische Aufbau und die Promotorregion des ABCG1-Genes wurden 
untersucht von den Arbeitsgruppen um Langmann (Langmann et al. 2000) und 
Lorkowski (Lorkowski et al. 2001).  
Bei einer Länge von mehr als 70 kb enthält das ABCG1-Gen 15 Exons, und an allen 
Exon-Intron Grenzen liegen GT/AG Sequenzen (Langmann et al. 2000). Der 
Proximale Promotor ist ein untypischer Promotor ohne TATA-Boxen und enthält viele 
Bindungsstellen für Sp1 und ein Sterol-regulierendes Bindeprotein (ebenda). Beide 
Transporterformen ABCG1 und ABCG4 sind lipidsensitiv (Langmann et al. 2003). 
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Der ABCG1 Transporter, auch White genannt, kommt ubiquitär vor und transportiert 
Phospholipide und Cholesterin (Klucken et al. 2000). 
ABCG1 kommt in Leber, Lunge, Milz, Plazenta, Trachea, Darm, Niere und im 
Knochenmark vor (Langmann et al. 2003) und ist zudem im Gehirn hochexprimiert 
(Croop et al. 1997; Klucken et al. 2000). Deshalb wird vermutet, dass ABCG1 eine 
mögliche Rolle bei der Entstehung genetischer neurologischer Erkrankungen spielen 
könnte (Langmann et al. 2003). Auch ABCG4 ist im ZNS hochexprimiert (Annilo et al. 
2001) und dies höher als ABCG1 (Langmann et al. 2003). Des Weiteren kommt 
ABCG4 in Leber-, Lungen- und Nebennierengewebe vor und wird am höchsten in 
den Tonsillen und der Thymusdrüse exprimiert (ebenda). 
Die White Familie vermittelt den ATP-abhängigen Transport einer Vielzahl 
amphiphiler und lipophiler Substrate (Higgins et al. 1992). Mit einer Untersuchung am 
menschlichen ABCG1-Gen enthüllten Klucken und Kollegen, dass das Gen zu den 
sterolabhängigen Genen gehört und bei der durch M-CSF vermittelten 
Differenzierung vom menschlichen Monozyten zum Makrophagen hochreguliert wird 
(Klucken et al. 2000). Zudem wurde gezeigt, dass ABCG1 eine Rolle beim 
Cholesterin- und Phospholipidtransport von Makrophagen spielt (ebenda). Das 
ABCG4-Gen soll seinerseits in den Cholesterintransport im Gehirn verwickelt sein 
(Annilo et al. 2001).  
Eine Lipidbeladung von Makrophagen führt zur vermehrten mRNA Expression und 
zu erhöhten Proteinmengen des ABCG1-Gens, während HDL3 zu einer Abnahme 
von beidem führt (Venkateswaran et al. 2000). Diese Mechanismen gleichen denen 
des ABCA1-Gens, das ebenfalls einen starken Einfluss auf den zellulären 
Cholesterinausstoß von Makrophagen hat und den Plasma HDL-Cholesterinspiegel 
reguliert (Langmann et al. 1999; Klucken et al. 2000). 
Da es sich beim ABCG1-Gen um einen „Half size transporter“ handelt, muss das 
Gen, um einen funktionsfähigen aktiven Membrantransporter bilden zu können, ein 
Dimer bilden (Schmitz et al. 2001). Eine Studie von Langmann und Kollegen lieferte 
Hinweise darauf, dass ABCG1 mit sich selbst homodimerisieren und möglicherweise 
mit ABCG4, mit dem auf Genebene starke Homologien bestehen, heterodimerisieren 
könnte (Langmann et al. 2004; Cserepes et al. 2004).  
Jedoch ist noch offen, mit welchen seiner ABCG1-Isoformen ABCG1 
homodimerisiert und welche der Untereinheiten ähnliche Eigenschaften haben, zum 
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Beispiel welche ABCG1-Isoformen ebenso wie ABCG1 durch Retinoide hochreguliert 
werden, was eine der Fragestellungen der vorliegenden Dissertation ist.  
 
1.3 Aufgaben von Retinoiden im Körper 
 
Retinoide werden in dieser Dissertation zur Stimulation von Makrophagen verwendet, 
daher lohnt sich die genauere Betrachtung dieses Vitamins und seiner 
Eigenschaften. Retinoide weisen vielfältige Wirkmechanismen im Körper auf. Die 
Vorstufe des A Vitamins wird als Retinol, Retinylester oder β-Carotin im Dünndarm 
aufgenommen und in Zellen zu Retinsäure umgewandelt (Blomhoff et al. 1992). Als 
Speicherort der Retinylester dienen die Kupffer’schen Sternzellen in der Leber 
(ebenda).  
In Form der verschiedenen Metaboliten 9-cis Retinsäure (9-cis RA) und All-trans 
Retinsäure (ATRA), das wegen der 100 bis 1000-fach höheren Potenz als aktiver 
Metabolit bezeichnet wird (Cullum et Zile 1985), sind die Retinoide zum Beispiel 
Cofaktoren für die Wirkung von Schilddrüsenhormonen und Vitamin D. 
Retinoidrezeptor-Proteine (RXR), an die die Retinoide binden, können mit sich selbst 
homodimerisieren und zum Beispiel mit dem Thyroid-Hormonrezeptor oder dem 
1,25-Dihydroxy-D3-Vitamin-Rezeptor heterodimerisieren (Yu et al. 1991). 
Vitamin A und seine Metaboliten sind wichtig für die gesunde Entwicklung von 
Vertebraten (Clagett-Dame et De Luca 2002). Ein Mangel an β-Carotin, welcher im 
Serum nachweisbar ist, führt zum Beispiel zu Nachtblindheit, gestörter Dunkel-
adaption, Hyperkeratose, Infektanfälligkeit (Ross et Hämmerling 1994) und 
gestörtem Knochenwachstum (Underwood et al. 1984). Für die Sehfunktion des 
Auges ist Vitamin A von besonderer Bedeutung (Wald et al. 1934 und 1968; 
Palczewski et Saari, 1997). Zudem spielt das Vitamin eine Rolle bei der 
Spermatogenese, Oogenese, Embryogenese (Eskild et Hanson, 1994) und beim 
Wachstum und bei der Differenzierung von Epithel (Wolbach et Howe 1925, Fell et 
Mellanby 1953). Sowohl Vitamin A-Überschuss (Coberly et al.1996; Nau et al. 1993) 
als auch ein Mangel (Thompson et al. 1969; Wilson et al. 1953) führen zu 
Missbildungen während der Embryogenese. Bei einem Überangebot an Vitamin A 
kann es zum Beispiel zu ZNS-Missbildungen wie Spina Bifida und Exenzephalie 
kommen (Brockes et al. 1989; Kochhar et al. 1998; Nau et al. 1998; Shenefelt et al. 
1972). 
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Retinoide binden an die Zellkernrezeptoren Retinsäure-X-Rezeptor (RXR) und 
Retinsäurerezeptor (RAR = Retinod Acid Receptor), die beide aus drei Isoformen α, 
β und γ bestehen und eine Ligandenbindungsdomäne und eine DNA-
Bindungsdomäne aufweisen. Dabei wird  RAR durch ATRA und 9-cis RA aktiviert 
und RXR nur durch 9-cis RA (De Luca et al. 1991; Allenby et al. 1993; Levin et al. 
1992; Heymann et al. 1992). Die Retinoidrezeptoren RAR und RXR bilden 
zusammen ein Heterodimer und wirken als Liganden aktivierte Transkriptions-
faktoren, die an bestimmte „Responsive Elemente“ (RARE = Retinoic acid response 
elements) an der Promotorregion von Zielgenen binden und so die Transkription 
eines Gens vermitteln (Clagett-Dame et De Luca 2002). Für die Transkription ist das 
Binden eines Liganden an RAR bzw. RXR notwendig (ebenda).  
Retinoide werden in Form von ATRA (Tretinoin) oder 13-cis RA (Isotretinoin) (Blaner 
et Olson 1994) zur Behandlung von Tumoren, zum Beispiel der akuten 
promyelozytischen Leukämie (Huang et al. 1988) mit Remissionsraten von 84-87 %, 
eingesetzt. Allerdings entwickelt sich nach ATRA-Gabe bei vielen Patienten rasch 
eine Retinoidresistenz, und das Medikament hat nur eine Bioverfügbarkeit von etwa 
50 % (Regazzi et al. 1997). Möglicherweise spielt bei der geringen Bioverfügbarkeit 
die Oxidierung durch Cytochrom P450-Enzyme wie CYP26A1 eine Rolle, wodurch 
ATRA inaktiviert wird (Ray et al. 1997). Durch Regelung der CYP26A1 Transkription 
durch ATRA wird die Oxidierung über einen Rückkopplungsmechanismus kontrolliert 
(Loudig et al. 2000; Ray et al. 1997).  
Als Nebenwirkung führen die Retinoide zu Hypertriglyceridämie, 
Transaminasenanstieg und zur Fettleber und senken meist auch den HDL-Spiegel 
(Costet et al. 2003). Wie diese Nebenwirkungen entstehen, ist noch weitgehend 
unbekannt. 
Die Arbeitsgruppe um Costet und Kollegen wies nach, dass das ABCA1-Gen durch 
Retinsäure-Rezeptor vermittelte Induktion in Makrophagen hochreguliert wird (Costet 
et al. 2003). Dies wurde durch Promotorstudien mit Transfektion des menschlichen 
bzw. des murinen ABCA1-Gens in menschliche HEK293 Zellen bzw. in murine 
Peritonealmakrophagen mit ATRA Stimulation herausgefunden (ebenda). Zudem 
wurde der Cholesterinefflux aus den Makrophagen gemessen, der nach ATRA 
Stimulation angestiegen war (ebenda).  
Diese und andere Forschungsergebnisse lieferten Anregungen, weiter in dieser 
Richtung zu forschen und die Auswirkung von Retinoiden auf menschliche und 
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murine Makrophagen und deren Expression von Lipid- und 
Cholesterinstoffwechselgenen zu untersuchen. 
 
1.4 Regelkreise des Fett- und Cholesterinstoffwechsels 
 
Cholesterin wird von Körperzellen zum einen über Plasmalipoproteine (Brown et 
Goldstein 1986) aufgenommen und zum anderen über die HMG-CoA-Reduktase 
synthetisiert (Bucher et al. 1960; Siperstein et al. 1966). Brown und Goldstein 
ermittelten den Mechanismus der zellulären, Rezeptor vermittelten Aufnahme von 
LDL-Partikeln und entdeckten, dass Defekte im LDL-Rezeptorgen für die Familiäre 
Hypercholesterinämie verantwortlich sind (Brown et Goldstein 1986). Sogenannte 
SREBP (sterol regulatory element binding proteins) vermitteln die Transkription der 
HMG-CoA-Reduktase und dem LDL-Rezeptor auf molekularer Ebene (Brown et 
Goldstein 1997). Ist die zelluläre Cholesterinkonzentration hoch, wird über Hemmung 
der SREBP die Transkription von HMG-CoA-Reduktase und LDL-Rezeptorendichte 
gesenkt (ebenda).  
Im Jahre 1991 wurde die cDNA des menschlichen CYP27-Gens, das am Genlokus 
2q33 liegt, zum ersten Mal geklont (Cali et Russell et al. 1991). Die Rolle des 
CYP27A1-Gens im Cholesterinstoffwechsel ist noch weitgehend ungeklärt. Bekannt 
ist, dass CYP27 für das Enzym Steroid-27-Monooxygenase kodiert, welches den 
ersten Schritt im alternativen Pfad (Russel et Setchell et al. 1992) der 
Gallensäurebiosynthese in Hepatozyten vollzieht. Die Gallensäuresynthese ist der 
wichtigste Weg, um Cholesterin wieder aus dem Körper auszuscheiden.  
Axelson und Larsson vermuteten einen Zusammenhang zwischen dem Enzym 
Steroid-27-Monooxygenase und der Regulierung des zellulären Cholesterin-
stoffwechsels, weil ein Fehlen von 27-Hydroxycholesterin (27-OH-CH) und anderen 
Oxysterolen die Cholesterinbiosynthese unterbinden kann (Axelson et Larsson, 
1996). Fehlt das Enzym, kann dies zu der seltenen autosomal erblichen 
Sterolspeicherkrankheit zerebrotendinöse Xanthomatose oder Bogaert-Scherer-
Epstein-Krankheit führen, die durch Sehnen-Xanthome, juvenile Katarakte, 
neurologische Ausfälle, zum Beispiel spastische Lähmungen und Demenz, und 
einem frühen Auftreten von Arteriosklerose und Osteoporose gekennzeichnet ist 
(Björkhem et al. 1994).  
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Weitere Forschungsergebnisse erbrachten, dass die Aktivität der Steroid-27-
Monooxygenase-Aktivität nach Zugabe von Cholesterin in das Zellkulturmedium von 
primären Rattenhepatozyten (Stravitz et al. 1996) zunahm. Die Arbeitsgruppe um 
Garuti stellte fest, dass weitere lipid- und sterolregulierende Mechanismen in die 
Expression des CYP27-Gens eingreifen (Garuti et al. 2002). Mit Klonierung von 
Promotorfragmenten des menschlichen CYP27-Gens in HepG2 Zellen wurde 
festgestellt, dass Sp1, Sp3 und der Hepatozyten Zellkernfaktor 4 (HNF4) die 
Expression dieses Gens beeinflussen (ebenda). 
Cholesterin kann über die drei Wege einfache Diffusion, erleichterte Diffusion und 
über aktiven Transport wieder aus Zellen gelangen. Am aktiven Transport von 
Cholesterin aus den Zellen sind die ABC-Transporter maßgeblich beteiligt, und ihre 
Expression wird vom Liver-X-Rezeptor (LXR) und vom Retinoid-X-Rezeptor (RXR) 
geregelt; Retinoide und Oxysterole, die als Liganden dieser Transkriptionsfaktoren 
dienen, stimulieren die Expression von ABC-Transportern (Costet et al. 2000). 
Nun stellt sich die Frage, ob die Gene ABCA1 und ABCG1 direkt durch die Retinoid-
Rezeptoren RAR und RXR induziert werden oder ob es eine indirekte Aktivierung 
über LXRα und CYP27 gibt oder ob CYP27 den Signaltransduktionsweg über 
RAR/RXR reguliert. Im Rahmen dieser Dissertation wird unter anderem diese Frage 
gelöst. 
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2 Zielsetzung 
 
2.1 Zellmodell zur Untersuchung der Hochregulation von 
Lipidstoffwechselgenen durch Retinoide 
 
Ein Zellmodell ist bestens geeignet, um auf molekularbiologischer Ebene zelluläre 
Mechanismen zu untersuchen. Frei von den vielfältigen Einflüssen auf eine Zelle im 
lebenden Organismus kann man Zelltypen gezielt stimulieren und zum Beispiel die 
Genexpression von ABC-Transportern testen. 
Im Anschluss an obige Forschungsergebnisse wurde die Hochregulation von 
Cholesterinstoffwechselgenen durch Retinoidstimulation bei der promyelozytischen 
Zelllinie THP-1 untersucht. Diese Zelllinie ist sehr gut für unsere Forschungszwecke 
geeignet, da es sich um menschliche Zellen und um eine Vorstufe von Monozyten 
handelt, und weil sich die THP-1 Zellen als Suspensionszellen leicht kultivieren und 
vermehren lassen.  
Mit der ersten Stimulationsreihe sollte herausgefunden werden, ob die Gene ABCG1, 
ABCG1-Isoformen, ABCA1, ABCG4, CYP27-A1 und LXRα durch Retinoide 
hochreguliert werden. Die THP-1 Zellen wurden mit DMSO, β-Carotin, 9-cis RA und 
ATRA stimuliert, und anschließend wurde die Genexpression der oben aufgelisteten 
Gene gemessen. Die Hochregulation ist im Hinblick auf die Aufgabe der ABC-
Transporter im Lipid- und Cholesterinstoffwechsel interessant. Vermutet wurde, dass 
die Hochregulation bei der Stimulation mit ATRA stärker ausfallen würde als bei der 
Stimulation mit 9-cis Retinsäure, da es sich bei ATRA um den „aktiven“ Metaboliten 
handelt. Die schwächste Hochregulation sollte bei der Nullkontrolle auftreten.  
In THP-1 Zellen wurde darüber hinaus noch die Wirkung einer Stimulation von 
9-cis RA und Tumornekrosefaktor α (TNFα) bzw. ATRA und TNFα überprüft (siehe 
Tabelle 1). 
Auf diese Weise sollte ein Einblick gewonnen werden, ob das Ausmaß der 
Expression von Cholesterinstoffwechselgenen abhängig vom proinflammatorischen 
Zustand eines Monozyten ist oder nicht. 
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THP-1 Zellen Substanzen zur Zellstimulierung 
1 Kontrolle 
2 9-cis Retinsäure 
3 9-cis Retinsäure mit TNFα 
4 ATRA 
5 ATRA mit TNF α 
6 TNF α 
Tabelle 1: 
Versuchsaufbau des Zellmodells von THP-1 Zellen zur Untersuchung der   
Hochregulierung von Cholesterinstoffwechselgenen durch Retinoide und TNF α  
 
2.2 Untersuchung der Expression von ABCG1-Isoformen in THP-1 Zellen, in 
in vitro differenzierten Makrophagen und in HepG2 Zellen 
 
Herausgefunden werden sollte, welche der Hauptisoformen des ABCG1 Gens, 
nämlich ABCG157A-I_AbD, ABCG157B-E_AbD, ABCG1819B-I9_AbD und 
ABCG1810A-I8_AbD in THP-1 Zellen und bei in vitro differenzierten Makrophagen 
durch Retinoide hochreguliert werden. Bei THP-1 Zellen wurde die Hochregulierung 
der ABCG1-Isoformen auch im direkten Vergleich mit der Messung der ABCG1 
Expression durchgeführt. Als Stimulantien wurden DMSO, β-Carotin, 9-cis RA und 
ATRA verwendet. 
Bei den untersuchten HepG2 Zellen handelt es sich um menschliche Leberzellen, die 
auf ihre Expression von ABCG1-Isoformen ohne vorherige Stimulation mit Retinoiden 
untersucht wurden. Herausgefunden werden sollte, ob die ABCG1-Isoformen in 
HepG2 Zellen exprimiert werden und bei welcher Isoform die Expression am 
höchsten ist. 
 
2.3 Promotorstudie in RAW264.7 Zellen zur Lokalisierung des 
Retinsäureresponsive-Elementes im ABCG1-Gen 
 
Im Rahmen dieser Dissertation wurde untersucht, wo das Responsive Element für 
Retinsäuren im ABCG1-Gen in murinen Makrophagen liegt. Dazu wurden 
Reportergenkonstrukte zusammen mit Luziferase, β-Galaktosidase und einem 
nachweisbaren Protein in RAW264.7-Zellen transfiziert. Die Zellen wurden 
anschließend mit Retinoiden stimuliert und die Induzierbarkeit der Genabschnitte 
durch die Retinoide 9-cis Retinsäure (9-cis RA) und All-trans Retinsäure (ATRA) 
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gemessen. Als Ausgangspunkt wurden vier Abschnitte des ABCG1-Gens 
genommen, die bei den Gensequenzen des Promotors -3000, -2000, -1000, -500 
und -250 bp abwärts vom Startcodon (ATG) des ersten Exons des ABCG1-Gens 
lagen. In diesem Bereich wurde das Retinsäure-Responsive Element aufgrund 
früherer Forschungsergebnisse und Datenbankanalysen unserer Arbeitsgruppe 
(Langmann et al. 2000) vermutet.  
Die RAW264.7 Zellreihe wurde verwendet, weil es sich dabei um Makrophagen 
handelt, die sich relativ gut transfizieren lassen, wie verschiedenste Forschungs-
ergebnisse in der Vergangenheit gezeigt haben. 
Als effektive Transfektionsmethode hat sich in unserer Arbeitsgruppe die Methode 
der Liposomenfusion etabliert (Felgner et al. 1987; Rose et al. 1991). 
 
2.4 Promotorstudie in RAW264.7 Zellen zur Lokalisierung des 
Retinsäureresponsive-Elementes im CYP27A1-Gen 
 
Das Ziel war es, die Lage des Retinsäure-Responsive Elementes im Promotor des 
CYP27A1-Gens in murinen Makrophagen einzugrenzen. Dazu wurden 
Reportergenkonstrukte zusammen mit Luziferase in RAW264.7 Zellen transfiziert. 
Zusätzlich wurde ein β-Galaktosidase-Vektor in die Zellen transfiziert. Die murinen 
Makrophagen wurden anschließend mit Retinoiden stimuliert, um die Induzierbarkeit 
der Genabschnitte durch die Retinoide 9-cis Retinsäure (9-cis RA) und All-trans 
Retinsäure (ATRA) zu überprüfen. Drei Abschnitte des CYP27A1-Gens, die bei 
-1089, -512 und -191 abwärts des Startcodons (ATG) des ersten Exons des 
CYP27A1-Gens liegen, wurden aufgrund früherer Forschungsergebnisse (Garuti et 
al. 2002; Segev et al. 2001) und vorausgehender Datenbankanalysen ausgewählt.  
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3 Material und Methoden 
 
3.1 THP-1 Zellstimulationsreihe 
 
Für alle folgenden Versuche wurden, soweit nicht anders angegeben, sterile Gefäße 
und Lösungen verwendet. Die Versuche wurden bei Raumtemperatur (Rt) und, wenn 
nötig, unter sterilen Bedingungen (Sterilbank HS 14, Heraeus, Hanau, Deutschland 
bzw. Sterilbank BSB/6A, Gelaire Flow Laboratories, Meckenheim, Deutschland) oder 
unter dem Abzug durchgeführt. Die Zellen wurden in einem sterilen Brutschrank 
(Zellinkubator BB 6220, Heraeus instruments, Hanau, Deutschland) mit 9 % relativer 
Luftfeuchte und 5 % CO2 inkubiert. 
 
3.1.1 THP-1 Zellkultur 
 
Die verwendeten THP-1 Zellen (FAB M3, Bestellnr.: DSM ACC16, DSMZ, 
Braunschweig, Deutschland), die auch Promyelozytenleukämiezellen genannt 
werden, stammen von Tumorzellen eines Menschen ab, der an einer akuten 
myeloischen Leukämie erkrankt war. Nach der FAB-Klassifikation werden diese 
Zellen als FAB M3 bezeichnet und sind nahezu unbegrenzt teilbar. Kultiviert wurden 
die THP-1 Zellen in sterilen 10 cm Zellkulturflaschen (Sarstedt, Newton, USA). Da 
die Zellen zu den Suspensionszellarten zählen, schwimmen sie frei im Medium, dies 
muss bei der Pflege und beim Ernten berücksichtigt werden.  
Für die Kultivierung der Suspensionszellart THP-1 wurde das RPMI Medium (VLE 
RPMI 1640, Biochrome AG, Berlin, Deutschland) unter Zugabe von 10 % fetalem 
Kälberserum (FKS, Gibco, Karlsruhe, Deutschland) und 1% MEM Medium 
(Dulbecco’s MEM 0444A, Biochrom AG, Berlin, Deutschland) eingesetzt. Der 
Mediumwechsel wurde zwei mal pro Woche durchgeführt, wobei darauf geachtet 
wurde, dass die maximale Zellkonzentration von 1 Mio Zellen pro ml in der Zell-
kulturflasche nicht überschritten wurde, da es sonst zum Absterben von Zellen 
kommt. Dies wurde entweder durch Sichtkontrolle mit dem Mikroskop (Leitz Fluovert, 
Wetzlar, Deutschland) oder durch Auszählen mit dem Zellzähler (Sysmex 
Microcellcounter F-300, TOA Medical Electronics, Japan) vor jedem neuen Aussäen 
überprüft. Für den Mediumwechsel einer Zellkulturflasche wurde der Überstand 
abgesaugt, dadurch wurden auch Zellen mit entfernt, was gegen eine 
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überschießende Zellpopulation schützt. Anschließend wurde neues Medium 
dazugegeben, wobei das Gesamtvolumen 60 ml nicht überschreiten darf. Der Deckel 
der Zellkulturflaschen darf nicht vollständig zugeschraubt werden, da sonst der 
Gasaustausch nicht optimal gewährleistet ist und die Zellen absterben können. 
Sollten die Zellen vermehrt werden oder waren in einer Flasche zu viele Zellen, 
wurden die Zellen gesplittet. Dazu wurde das Medium einer 10 ml Flasche 
geschüttelt und mit einer Pipette (NUNC, Roskilde, Dänemark) in ein Gefäß mit 
einem Füllungsvermögen von 10 ml gefüllt und 7 Min. bei 1200 U/Min. zentrifugiert. 
Nach Absaugen des überschüssigen Mediums wurden 5 ml frisches Medium 
zugegeben und die Zellen gleichmäßig suspendiert. 10 µl des Mediumzellgemisches 
wurden in einen Becher, der mit 5 ml PBS Puffer (Phosphate-buffered-Saline, Gibco, 
Karlsruhe, Deutschland) gefüllt war, gegeben. Der Zellzähler ermittelte die 
Zellmenge, die in 10 µl Puffer enthalten war. Indem man die erhaltene Zahl mit 5000 
multipliziert, kann man errechnen, wieviele Zellen man insgesamt in den 5 ml zur 
Verfügung hatt, und man kann weiter berechnen, wieviele µl Zellsuspension man in 
eine Flasche pipettieren muß, um eine bestimmte Zellzahl auszusäen. 
Pro Zellkulturflasche wurden eine halbe Mio. Zellen in 20 ml Medium für die weitere 
Kultivierung, beziehungsweise für die Stimulation 1 Mio. Zellen in 20 ml Medium 
suspendiert. 
 
3.1.2 THP-1 Zellstimulation 
 
Für den Stimulationsversuch wurde das Medium mit den Zellen in 50 ml Tubes 
überführt und 7 Min. bei 1200 U/Min. bei Rt zentrifugiert (Zentrifuge Omnifuge 2.0 
RS, Heraeus Sepatech, Hanau, Deutschland). Nach Absaugen des Mediums und 
nach Resuspension der Zellen mit 5 ml Medium wurden 10 µl Suspension 
entnommen, mit 5 ml PBS-Puffer (PBS, Gibco, Karlsruhe, Deutschland) vermengt 
und mit dem Zellzähler ausgezählt.  
Je 30 Millionen Zellen wurden auf sechs 10 cm Zellkulturflaschen mit 10 ml Medium 
ausgesät. In der ersten Versuchsreihe wurden die Zellen entweder mit 4 µl DMSO,   
4 µl 9-cis-Retinsäure (9-cis RA) oder 4 µl All-trans-Retinsäure (ATRA) stimuliert.  
In einer weiteren Versuchsanordnung wurden die Zellen mit 5 µM 9-cis RA, die 
zweite mit 5 µM ATRA, die dritte mit 9-cis-RA (5 µM) und 100 µg/ml TNF α, die vierte 
mit 5 µM ATRA und 100µg/ml TNF α und die fünfte ausschließlich mit 100 µg/ml TNF 
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α. Zur Stimulierung wurde die Lösung in Medium verdünnt, auf die Zellen in den 
Petrischalen geträufelt und sanft geschwenkt. Zur Kontrolle diente eine zeitgleich 
ausgesäte Schale, in der nur Zellen im Medium enthalten waren. Nach 24-stündiger 
Inkubation im Brutschrank (Typ BB 6220, Heraeus, Hanau, Deutschland) bei 37° 
Celsius wurden die Zellen geerntet und eine RNA-Isolierung durchgeführt. 
 
3.1.3 RNA-Isolierung aus THP-1 Zellen 
 
Für die RNA Isolierung wurde ein Satz von Quiagen verwendet (RNeasy Midi Kit, 
Quiagen, Hilden, Deutschland) und nach der Gebrauchsanweisung des Herstellers 
vorgegangen. Die zugrundeliegende Methode der RNA-Isolierung, die „single step“-
Methode genannt wird (Chomczynski et al. 1987), ist wirksam durch die Verwendung 
einer Guanidinisothiocynatlösung, die als Salz Proteine und RNasen inaktiviert. Mit 
einer Silica-Gel-Membran bewirkt man die Bindung von RNA-Molekülen, die länger 
als 200 Nukleotide sind. Im letzten Schritt wird die RNA unter 
Niedrigsalzbedingungen wieder gelöst. 
Der Satz enthält 50 RNeasy midi columns in 15 ml tubes, 50 collection tubes mit dem 
Inhalt 15 ml für die Elutionsschritte, RLT Puffer für die Denaturierung durch 
Guanidinisothiocyanat (GITC), 55 ml RPE Puffer für die Waschschritte und RW1 
Puffer, der seinerseits GITC enthält. Der RPE Puffer muss vor dem ersten Gebrauch 
mit 220 ml 90 – 100 % Alkohol aufgefüllt werden, um wirksam zu sein. Außerdem ist 
Rnase-freies Wasser im Kit enthalten. 
Für die RNA-Isolierung wurden 6 Zellkulturflaschen mit der Größe 10 cm, dem Inhalt 
10 ml und einer Zellzahl von je 30 Mio. Zellen pro Flasche geerntet.  
Da es sich bei THP-1 Zellen um Suspensionszellen handelt, wurde als erster 
Arbeitsschritt das Medium aus den Zellkulturflaschen in 15 ml tubes gefüllt. Darauf 
erfolgte 7 Min. Zentrifugieren (Zentrifuge Megafuge 1.0 R, Heraeus Sepatech, 
Hanau, Deutschland) mit 1200 Umdrehungen pro Min., Verwerfen des 
Mediumüberstands und Waschen der Zellen mit PBS. Nach Resuspension 
zentrifugierte man bei gleicher Zeit und Drehzahl und wusch anschließend mit 2 ml 
PBS. Nach erneuter Resuspension, Zentrifugation bei 1200 U/Min. und Absaugen 
des überschüssigen Mediums wurden die Zellpellets mit je 2 ml RLT-Puffer, dem 
zuvor 10 µl/ml β-Mercaptoethanol (Sigma, St. Louis, USA) zugesetzt wurde, lysiert. 
Die Suspensionen wurden in sechs RNAse freie 15 ml tubes überführt. Nach 10 Sek. 
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Vortexen (Bender & Hobein, Zürich, Schweiz) wurde das Gemisch mit einer 20 G 
Nadel und einer 50 ml Spritze mehrmals aufgezogen und auf diese Weise eine 
homogene Emulsion erzeugt. Nun wurde als Waschschritt 2 ml 70 %iges Ethanol 
(Baker, Deventer, Holland) zugegeben, die tubes wurden geschüttelt und kräftig 
gemischt. Anschließend erfolgte die Übertragung auf Silica-Gel-Säulen. Nach 5 Min. 
Zentrifugieren bei 4000 U/Min. (Biofuge 15 R, Heraeus Sepatech, Hanau, 
Deutschland) wurde der Durchfluss verworfen, die Säulen mit je 4 ml RW 1 Puffer 
bedeckt, bei oben angegebener Drehzahl 5 Min. zentrifugiert und der Durchfluss 
erneut verworfen. Es wurden zwei Waschschritte mit 2,5 ml RPE Puffer durchgeführt 
mit anschließendem Zentrifugieren, wobei das erste Mal mit 2 Min. bei 4000 U/Min. 
und das zweite Mal mit 5 Min. bei 4000 U/Min. zentrifugiert wurde. 
Für die letzten beiden Elutionsschritte wurden die Filter in neue 15 ml tubes  
umgesetzt. Direkt auf die Membran wurden je 200 µl Rnase-freies Wasser pipettiert. 
Nach einminütiger Inkubation bei Rt wurden die tubes samt Filter 3 Min. zentrifugiert 
(4000 U/Min.). Das Eluat, das aus RNA und Wasser besteht, wurde wieder auf die 
Membran pipettiert und obiger Vorgang wiederholt. Die fertig isolierte RNA wurde in 
Eppendorf-Cups pipettiert, sofort auf Eis gestellt und bei - 80°C eingefroren. 
 
3.1.4 Konzentrationsbestimmung der RNA 
 
Die Konzentration der fertig isolierten RNA der THP-1 Zellen wurde über die 
Messung am Photometer (Gene Quant Pro, Bio Chrom Ltd., Cambridge, England) 
bestimmt. Bei der Nukleinsäure RNA läßt sich die Konzentration bei der spezifischen 
Wellenlänge von 260 nm aus der optischen Dichte ermitteln. Um die Präzision der 
Werte zu erhöhen, wurde eine Zweifachmessung durchgeführt und der Mittelwert 
errechnet. Als Leerwert diente dabei Aqua destillata (Nuclease free water, Promega, 
Madison, USA). War die Abweichung der beiden Werte groß, wurden zwei weitere 
Messungen durchgeführt. Die RNA wurde mit RNase freiem Wasser 1:10 verdünnt 
und in ein Eppendorf-Cup (Eppendorf-Netheler-Hinz-Company, Hamburg, Deutsch-
land) gegeben, zum Beispiel für eine zweimalige Messung einer Probe 2 µl RNA + 
18 µl RNase freies Wasser. Anschließend wurden 10 µl der Mischung in eine Küvette 
gegeben und im Photometer unter der Einstellung einer RNA-Messung und der 
Verdünnung 1:10 vermessen. Zwischen jedem Messschritt wurde die Küvette mit 
RNAse-freiem Wasser ausgespült. Mit folgender Formel berechnete das Photometer 
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mit der bei 260 nm bestimmten optischen Dichte die Konzentration (c) der 
Ausgangslösung: 
 
c = optische Dichte x Verdünnung x Multiplikationsfaktor 
 
Bei dem Multiplikationsfaktor 40 für RNA und der bekannten Verdünnung (1:10) lässt 
sich die Formel verkürzen auf: 
 
c = optische Dichte x 10 x 40 / 10 [wegen mg]  
 
c = optische Dichte x  40  [konz in µg/µl] 
 
Proteine absorbieren bei einer spezifischen Wellenlänge von 280 nm; Peptide, 
Phenole, aromatische Verbindungen und Kohlenhydrate absorbieren bei einer 
spezifischen Wellenlänge von 230 nm. Daher kann man aus dem Quotienten 
optische Dichte260nm / optische Dichte280nm auf den Reinheitsgrad der RNA 
schließen.  
Bei der Messung der optischen Dichte bei obiger Verdünnung der RNA (1:10) sollte 
das Verhältnis zwischen 1,6 und 2,0 liegen; würde man nur reine RNA messen, sollte 
der Quotient > 2,0 sein. 
Nach Berechnung des Mittelwerts der Zweifachmessung einer Probe, wurde für jede 
Probe das Volumen (v) in µl errechnet, das man für die Reverse-Transkriptase-
Reaktion verwenden musste, um 2 µg RNA einzusetzen: 
 
                                          
c
µg
v
2
=  
 
Diese Volumina wurden für die folgende Reverse Transkription in ein Eppendorf-Cup 
pipettiert und zusammen mit Aqua destillata (Nuclease free water, Promega, 
Madison, USA) auf ein Volumen von 21 µl aufgefüllt. 
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3.1.5 Qualitätsbestimmung der RNA 
 
Die Qualitätsbeurteilung der fertigen RNA erfolgte mit dem Reaktionspaket von 
Agilent Technologies (RNA 6000 Nano Assay, Agilent Technologies, Waldbronn, 
Deutschland) und wurde nach den Angaben des Herstellers durchgeführt.  
Die Qualitätsbestimmung diente dem Ausschluss einer Verunreinigung der RNA 
durch DNA-Fragmente, Oligonukleotide oder monomere Nukleotide, die in der 
Konzentrationsbestimmung messbar sind und die wahre Konzentration der RNA 
verfälschen können. 
Der in den Chip eingebrachte Fluoreszenzfarbstoff verbindet sich mit den Proben 
und wird durch einen Laser detektiert, während sich die Nukleinsäuren im 
Spannungsfeld elektrophoretisch auftrennen. Der Rechner zeichnet die 
Gelelektrophorese im zeitlichen Verlauf auf und dokumentiert das Geschehen durch 
ein Elektropherogramm und ein „gel–like–picture“,  bei dem die RNA-Fragmente in 
Banden dargestellt werden. 
Eine intakte RNA weist nach 24 Sek. den ersten kleinen Peak auf, der als 
Markerpeak bezeichnet wird, nach 45 Sek. den zweitgrößeren Peak, nach 54 Sek. 
den größten Peak und die letzten beiden Spitzen sind ribosomal (10s-RNA und 28s-
RNA). Die y-Achse stellt die Fluoreszenz dar, das heißt je mehr RNA, desto höher 
die Fluoreszenz und desto höher der Peak. Die x-Achse bezeichnet die Zeitachse.  
Für eine Platte (Chip) mit 12 RNA-Proben benötigt man 1 µl einer Bezugsprobe 
(ladder), die man 2 Min. bei 72°C denaturieren muss. 
Alle Vertiefungen des Chips wurden mit Gel und RNA gemäß der Anleitung zum 
„Reagent kit guide“ gefüllt. Mit dem Einsetzen von zwei Waschschritten vor der 
Messung oder eine Min. mit einem 100µl ZAP Chip und wenige Sek. mit einem mit 
100µl RNase freiem Wasser gefüllten Chip wird die Verschleppung von RNA 
verhindert. In der Maske des Agilentsoftwaresystems (2100 Expert Software, Agilent 
Technologies, Waldbronn, Deutschland) gab man die Probenkonzentration pro µl an. 
Nach ca. 30 Min. konnte man die Daten ausdrucken und erhielt nach einem 
erfolgreichen Lauf RNA-spezifische Kurven.  
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3.1.6 Reverse Transcription 
 
Die Reverse Transcription erfolgte mit dem Promega Reverse Transcription System 
(Promega, Madison, USA). Der Ansatz besteht aus 8 µl MgCl (25 mM), 4 µl dNTP 
Mix, 4 µl RT 10 x Buffer, 1 µl Random Primer, 1,2 µl AMV-RTase, 1 µl RNasin. Zum 
Ansatz wurden 21 µl RNA-Wasser-Gemisch mit einer RNA Konzentration von 2 µg 
gegeben. Der Ansatz wurde eine Stunde bei 42° C und 5 Min. bei 95° C inkubiert. 
Anschließend wurde die entstandene cDNA 1:5 verdünnt und bei - 20° C eingefroren.  
 
3.1.7 Realtime PCR 
 
Die Realtime Polymerase Chain Reaktion (Echtzeit Polymerasekettenreaktion, Echt-
zeit PCR) wurde mit dem ABI7900HT Gerät von Applied Biosystems (Foster City, 
USA) durchgeführt. Alle Reagentien inklusive Primer und Proben stammen von der 
Firma Applied Biosytems und wurden gemäß den Anweisungen des Herstellers 
benutzt.  
Die Echtzeit PCR baut auf den Versuchsbedingungen der Polymerasekettenreaktion 
zur gezielten Vervielfältigung eines DNA-Stranges auf (Mullis et Faloona et al., 
1987). Im ersten Arbeitsgang wird der DNA-Doppelstrang  bei 95°C denaturiert und 
spaltet sich in einzelsträngige DNA-Stränge (Schablonen) auf. Im zweiten Schritt wird 
die Temperatur wieder herabgesenkt, so dass die Primer optimal binden und sich 
dem komplementären Strang anlagern können. In der dritten Phase wird das 
Temperaturoptimum der Taq-Polymerase erreicht, die bei 72°C weitere Nukleotide in 
Richtung des 3’-Endes anbauen kann. 
Der entstandene Doppelstrang dient wiederum als Vorlage. Die Reaktionskurve hat 
einen Z-förmigen Verlauf. Erst kommt es zu einem zaghaften linearen Anstieg der 
produzierten DNA-Menge, dann zu einer exponentiellen Explosion der Produktion, 
bis die Reaktion in einem Plateau verebbt, wenn Enzyme und Nukleotide fehlen. 
Als Versuchsbedingungen bei der Echtzeit PCR gelten 2 Min. Erhitzen auf 50° C, 
30 Min. auf 60° C und 5 Min. auf 95° C. Anschließend folgen 35 Zyklen mit 
abwechselndem 20 Sek. Erhitzen auf 94° C und 1 Min. Abkühlen auf 60° C.  
Die Sichtbarmachung des PCR-Produktes („DNA-Template“) während der 
Amplifikation in Echtzeit wird durch Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer erreicht. 
Dazu setzt man spezielle Primer ein, die als TaqMan-Sonden (5’-„Nuklease-Assay“, 
„TaqMan probe“) bezeichnet werden und einen „Reporter“ Fluoreszenzfarbstoff am 
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5’Ende und einen „Quencher“ am 3’Ende tragen. Bei der Strangsynthese 
zerschneidet die Taq-Polymerase die Taq-Man Probe durch ihre 5’3’-Nuklease-
aktivität in Stücke und führt so zum Loslösen des „Reporters“ vom „Quencher“ und 
zur Fluoreszenz des „Reporters“. Für die relative Quantifizierung wird ein 
hauseigenes Referenzgen, in unserem Labor die 18sRNA, genutzt. 
Die Expressionen folgender Gene wurden im Rahmen eines relativen ∆∆ ct Laufs 
(relative Quantifizierung) mit einer Echtzeit PCR gemessen: ABCG1, ABCG4, 
ABCA1, CYP 27 A1, LXR α, ABCG1 810 A-18, ABCG1 57 A-I, ABCG1 819 B-19, 
ABCG1 57 B-E. Auf eine Mikrotiterplatte wurde pro Well 5 µl cDNA vorgelegt. Pro 
Gen wurde ein Mastermix erstellt, der pro Well 10 µl Taqman Universal PCR 
Mastermix und 4 µl H2O enthält. Aus dem Mastermix wurden 15 µl pro Well 
entnommen. Die cDNA wurde in Triplets vorgelegt und jedes Gen (1µl Gen) drei Mal 
vermessen und der Mittelwert gebildet. 
Zur Auswertung wurde die ABI sequence detector software version 2.0 von Applied 
Biosystems verwendet. Die graphische Darstellung der relativen Hochregulation 
wurde mit Excel (Microsoft) ausgeführt. 
 
3.2 Stimulation der in vitro differenzierten menschlichen Makrophagen 
 
Zusätzlich wurden von der Abteilung klinische Chemie menschliche Monozyten 
bereitgestellt, die vom Blut freiwilliger Spender durch Gegenstrom-Zentrifugation am 
Elutriator (Sanderson et al. 1982) gewonnen wurden. In unserer Arbeitsgruppe 
wurden diese Monozyten durch M-CSF zu Makrophagen ausdifferenziert.  
Im Rahmen dieser Dissertation wurde mit fertig isolierter RNA von in vitro 
differenzierten und mit Retinoiden stimulierten Makrophagen gearbeitet. Die 
Makrophagen sind mit DMSO, 9-cis RA oder ATRA stimuliert worden. Die RNA 
wurde wie in Punkt 3.1.6 zu cDNA umgewandelt, und die Echtzeit PCR wurde, wie 
bei den THP-1 Zellen unter 3.1.7 beschrieben, durchgeführt.  
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3.3 Realtime PCR der ABCG1 Isoformen in HepG2 Zellen 
 
Bei der Zellreihe HepG2 (ATCC-Nr. HB-8065) handelt es sich um eine humane 
Hepatomzelllinie (Aden et al. 1979), die mit RPMI Medium (RPMI 1640, Biochrome 
AG, Berlin, Deutschland) unter Zugabe von 10 % FKS und 1 % MEM gedeiht. Die 
Zellen wachsen adhärent und bilden konfluente Monolayer. Wegen des langsamen 
Zellwachstums muss das Medium nur etwa einmal pro Woche erneuert werden. Bei 
der Zellkultur und beim Ernten der Zellen wurde so verfahren, wie bei den RAW264.7 
Zellen unter Gliederungspunkt 3.4.2 und 3.4.5 beschrieben wird. Die RNA-Isolierung, 
Qualitäts- und Quantitätsbestimmung der RNA, Reverse Transkriptase und Echtzeit 
PCR der HepG2 Zellen wurden unter den gleichen Bedingungen durchgeführt, wie 
sie unter den Gliederungspunkten 3.1.3 bis 3.1.7 erläutert wurden. Ein bedeutender 
Unterschied in der Behandlung der beiden Zellarten liegt darin, dass es sich bei 
THP-1 Zellen um Suspensionszellen, bei Hep-G2 Zellen um adhärente Zellen 
handelt, die man erst mit einem Zellschaber vom Boden der Zellkulturschale lösen 
muss. 
 
3.4 Promotorstudie in RAW264.7 Zellen zur Ermittlung der Lokalisation des   
Retinsäure-Responsive Elementes im ABCG1-Gen 
 
Als Ausgangspunkt wurden fertige Vektoren, die von Mitgliedern unserer 
Arbeitsgruppe hergestellt wurden, verwendet und zwar fünf Abschnitte des 
menschlichen ABCG1-Gens, die -3000, -2000, -1000, -500 und -250 
Basenpaarlängen abwärts des Startcodons des ersten Exons des ABCG1-Gens 
liegen. In diesem Promotorbereich wurde das Retinsäure-Responsive Element 
vermutet. RAW264.7 Zellen wurden mit den fertig hergestellten Plasmid-Vektoren 
transfiziert, die obige Gensequenzen und als Reportergen für den quantitativen 
Nachweis Luziferase enthielten (pGL3-Basic Vektor, Promega, Madison, WI, USA). 
Die Zellen wurden mit β-Galaktosidase (β-Gal) cotransfiziert. 
Um nachzuweisen, welcher Promotorbereich des ABCG1 durch Retinoide stimuliert 
wird, wurden die transfizierten Zellen mit ATRA und RXR stimuliert. Mit einer β-Gal-
Messung als internem Standard wurde zusätzlich überprüft, ob die Transfektion 
stattgefunden hat, und mit einer Luziferaseaktivitätsmessung wurde festgestellt, bei 
welcher Gensequenz die höchste Expression von ABCG1 auftritt. Zusätzlich wurde 
die Proteinmenge bestimmt. Der Quotient aus Luziferase/(Proteinmenge mal β-Gal) 
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wurde für die einzelnen Werte gebildet, die Werte wurden gemittelt und durch den 
Mittelwert der Negativprobe geteilt, um das Ergebnis als Faktor x mal Mittelwert der 
Negativprobe zu erhalten. 
 
3.4.1 Versuchsaufbau 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 2:  
Versuchsaufbau des RAW-Zellversuchs 
 
3.4.2 Zellkultur und Allgemeines 
 
Mit den RAW264.7 Zellen wurde eine murine monozytische Leukämiezelllinie 
(American Type Culture Collection, ATCC Nr. TIB-71) verwendet. 
Die RAW264.7 Zellen wurden in DMEM Medium (Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium, Gibco, Karlsruhe, Deutschland) gezüchtet. Das Medium enthielt 10 % 
fetales Kälberserum (FKS) und MEM. Der Mediumwechsel wurde 1 ml pro Woche 
durchgeführt. Dabei wurde das Medium der adhärenten Zellreihe mit sterilen 
Einmalpipetten unter der Sterilbank vollständig abgesaugt und mit 20 ml frischem 
Medium aufgefüllt. Beim Splitten der Zellen wurde wie folgt vorgegangen: Nach 
vollständigem Absaugen des Mediums wurden die Zellkulturflaschen (NUNC, 
Roskilde, Dänemark) mit PBS Puffer gewaschen und nach 10 bis 15 Min. Inkubation 
im Brutschrank mit 5 ml Trypsin (Trypsin EDTA, PAN, Biotech) für eine vollständige 
Ablösung auf die Tischplatte aufgeklopft. Die Zellsuspension jeder Zellkulturflasche 
wurde mit einer 10 ml Pipette aufgenommen, in ein 20 ml tube mit 5 ml Medium 
gegeben und 7 Min. bei 1200 U/min zentrifugiert. Als nächstes wurde der Überstand 
an Medium und Trypsin abgesaugt, die Zellen mit 3 ml Medium resuspendiert, 
gezählt und danach ausgesät.  
Zur Überprüfung der Reinheit der Zellkultur wurde regelmäßig ein Mykoplasmentest 
(Mycoplasma Detection Kit, Roche, Indianapolis, USA) nach den Angaben des 
Herstellers durchgeführt. 
Tag 1 Zellen aussäen 
Tag 2 Zelltransfektion: β-Gal + Genabschnitte  
Nach einer Stunde: Zellstimulation mit DMSO, ATRA 
und RXR 
Tag 3 Auswertung mit Proteinbestimmung, 
Transfektionseffizienzmessung (β-Galaktosidasassay) 
und Luziferaseassay 
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Am ersten Tag des dreiteiligen Experiments wurden die murinen Makrophagen 
RAW264.7 ausgesät. Insgesamt wurden 6-well-Platten (Multiwell – 6 well, Becton 
Dickinson Company, NewYork, USA) mit 2 ml Medium und 0,7 Mio. Zellen pro well 
ausgesät. Einige Zellkulturflaschen wurden zur weiteren Kultivierung ausgesät und 
im Brutschrank beiseite gestellt. Wenn sich ein gleichmäßiger Zellrasen gebildet hat, 
muss man darauf achten, das Medium täglich zu erneuern. Zwei Tage nach dem 
Aussäen wurde mit der Transfektion begonnen. 
 
3.4.3 Zelltransfektion  
 
Am übernächsten Tag wurden die Zellen mit dem Fugene 6 Transfection Reagent 
System von Roche (FuGENE 6 Transfection Reagent, Roche Diagnostics 
Corporation, Indianapolis, USA) und β-Gal (β-Galactosidase Enzyme Assay System, 
Promega, Madison, WI, USA) nach den Angaben des Herstellers transfiziert. Die 
Mausmakrophagenzellen wurden mit den p-GL3 basic Vektoren (Promega, Madison, 
USA) transient transfiziert, die das Gen ABCG1 in verschiedenen Basenpaarlängen 
und Reportergen (Luziferase) enthielten.  
Der Transfektion liegt die Methode der klassischen Lipofektion (Felgner et al. 1987) 
zugrunde, bei der die Zellen mit kationischen Liposomen transfiziert werden und die 
deutlich höhere Transfektionseffizienzen als zum Beispiel die CaPO4-Präzipitation 
liefert. Allerdings wurde die Methode schnell fortentwickelt, und beim Fugene 
Transfection Reagent handelt es sich bereits um ein DNA-kompaktierendes 
Gemisch. Die Liposomen-DNA-Komplexe fusionieren mit der Zellmembran, und die 
DNA kann in den Zellkern gelangen. Beim Fugene Transfection Reagent muss das 
Medium nach der Transfektion nicht gewechselt werden.  
Für den Versuch wurden 11 sterile Platten mit je sechs Vertiefungen bereitgestellt. 
Eine Platte war für die Positiv- und Negativkontrolle vorgesehen (drei Vertiefungen 
für die Negativprobe, drei Vertiefungen für die Positivprobe) und wurde 
dementsprechend gekennzeichnet. Je zwei der restlichen zehn Platten wurden mit 
den Plasmiden beschriftet, die das Gen ABCG1 in den Basenpaarlängen 250, 500, 
1000, 2000 und 3000 enthielten. Für das Transfektionsmedium wurde ein Mastermix 
mit 91 µl Medium (DMEM) und 9 µl Fugene hergestellt. Ein Cup enthielt 
beispielsweise 2 µg Plasmid, 1 µg β-Galaktosidase (β-Galaktosidase Enzyme Assay 
System, Promega, Madison, USA), und das Volumen wurde mit destilliertem H2O auf 
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5 µl aufgefüllt. Die Konzentration der Plasmide wurde so ausgerechnet, daß 2 µg/µl 
Plasmide in der β-Galaktosidase (β-Gal) Lösung enthalten waren. Auf die Cups mit 
der β-Gal-Plasmid-Wassermischung wurden 1 µl der Fugenelösung gegeben; dabei 
mußte die komplexbildende Wirkung des Fugenes beachtet und die Pipettenspitze 
direkt ins Medium gehalten werden. Der Inhalt des entstandenen Cups wurde nach 
15 Min. auf Vertiefungen der vorbereiteten und beschrifteten Platte geträufelt. Durch 
diese Arbeitschritte sollten die Zellkerne durchlässig für Plasmid und β-Gal werden 
und die Fremd-DNA in sich aufnehmen. Ein pGL3-basic Vektor ohne Plasmid diente 
als Negativkontrolle und ein pGL3-CMV Vektor, der den Cytomegalievirus-Promotor 
enthielt, als Positivkontrolle. 
 
3.4.4 Zellstimulation 
 
Für jede Stimulation wurden Platten mit plasmidbeladenen Zellen vorbereitet und 
beschriftet.  
Nach 1 h erfolgte die Stimulation für eine Dauer von 24 Stunden entweder mit 4 µl 
ATRA, 4 µl RXR oder 4 µl DMSO pro Vertiefung. Dabei wurden drei Vertiefungen mit 
je 4 µl einer Substanz beträufelt. Die Positiv- und Negativkontrolle wurden nicht 
stimuliert. 
 
3.4.5 Ernten 
 
Beim Ernten der Zellen wurde zuerst das Medium abgesaugt, der Zellrasen zweimal 
mit PBS gewaschen und danach mit 500 µl Reporter Lysis Buffer  (RLP 5 x, 
Promega Corporation, Madison, USA) übergossen. Nach 10 Min. Inkubation bei Rt 
konnte man das Zellgemisch mit einer Pipette absaugen und jede Probe in ein 
Eppendorf-Cup geben. Mit Hilfe der Zentrifugation bei 12 000 U/Min. gewann man 
die DNA-Bruchteile im Überstand.   
 
3.4.6 β-Galbestimmung 
 
Die β-Galbestimmung diente der Prüfung der Transfektionseffizienz. Dazu wurden 
100 µl des Überstands mit 100 µl Puffer auf je 1 Vertiefung der Mikrotiterplatte 
verteilt. Die Platte wurde in den 37° C Schüttelinkubator (GFL-3032, Großburgwedel, 
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Deutschland) gestellt und wenn sich nach ca. 2 bis 3 h eine leicht gelbe Färbung 
zeigte, vermessen.  
Dem Promega-Kit (Promega, Madison, USA) zur Bestimmung der β-
Galaktosidaseaktivität liegt der empfindliche Chemilumineszenz-Nachweis mit 1,2-
Dioxetan-Substraten zugrunde. Bei Gelbfärbung der Proben ausser der 
Negativkontrolle zeigte sich, dass Plasmid in die Zellen eingebracht worden war. 
Wenn keine Gelbfärbung auftrat, musste Schritt 3.4.3 wiederholt werden. 
Die Platte wurde bei 550 nm im Absorptionsspektrometer vermessen, und man 
erhielt eine Standardkurve, die die Konzentration von β-Gal auf der x-Achse von 0 
bis 2000 µg gegen die Zeit von 2 Sek. aufzeichnete. Ist β-Gal in steigender 
Konzentration in den Proben enthalten, entsteht eine diagnonale ansteigende 
Funktionsgerade. 
 
3.4.7 Proteinbestimmung 
 
Bei der Proteinbestimmung (Lowry et al., 1951) macht man sich die oxidativen 
Eigenschaften von Kupfer-I-Tartrat zunutze, das über Reduzierung des zugegebenen 
Folinreagens zu einer Blaufärbung der Proteinlösung führt.  
25 µl Überstand einer Probe wurden mit 200 µl Proteindetektor mit der Gleichung 
Reagens A + Reagens B = 50 : 1 (BC Assay Reagent A und B, Uptima interchim, 
Molucon, Frankreich) versetzt und für jede Probe die Lösung jeweils zwei Mal 
angelegt (siehe Tabelle 3, Verdünnungsreihe).  
Nach 30 Min. Inkubation im Schüttelinkubator bei 37°C wurde die Mikrotiterplatte in 
einem Mikrotiterplattenphotometer bei 420 nm vermessen. Die Konzentration konnte 
die Software (Sunrise Tecan Programm, Rechner HP Vectra EI Flexscan F563-T, 
Hewlett Packard) anhand der Referenzkurve, die durch Rinderserumalbumin 
(AlbuMine Standard 2,0 mg/ml, Pierce, Rockford, USA) verschiedener 
Konzentrationen von 0,0 bis 1,5 mg/ml repräsentiert wurde, errechnen.  
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Stammlösung: 2mg/ml Verdünnungsreihe 
A:                                  1500 µg/ml 3 Teile Stammlösung + 1 Teil Wasser 
B:                                  1000 µg/ml Stammlösung 1: 1 verdünnen 
C:                                    750 µg/ml Lösung A 1: 1 
D:                                    500 µg/ml Lösung B 1: 1  
E:                                    250 µg/ml Lösung D 1: 1 
F:                                    125 µg/ml Lösung E 1: 1 
G:                                     25 µg/ml Lösung F 1: 4 verdünnen 
Tabelle 3:  
Standardreihe für die Proteinkonzentrationsberechnung                                            
 
3.4.8 Luziferaseassay 
 
Für den Luziferaseassay wurden 100 µl Überstand und 300 µl Luciferase vermengt, 
beschriftet und im Luminometer (Lumat LB 9507, Berthold, Bad Wildbad, 
Deutschland) vermessen, wobei nach den Anweisungen des Promega Kits 
vorgegangen wurde. Bei der Messung reagiert Luziferin mit Sauerstoff und 
Magnesium, und ATP katalysiert durch die Luziferase Oxyluziferin zu AMP, PPi und 
Licht der Wellenlänge 560 nm. Da jede Probe dreimal vorhanden war, wurden die 
Ergebnisse gemittelt. Eine signifikante Luziferaseaktivitätserhöhung zeigte sich erst 
ab einem 5- stelligen Fluoreszenzwert. 
Die Proben für jede Stimulation und die Kontrollen waren immer dreifach angelegt. 
Aus jeder dieser Proben wurde der Quotient Luziferase/Protein x β-Gal gebildet, um 
einen normalisierten Wert, nämlich die relative Luziferaseaktivität, zu erhalten. Aus 
diesen drei Werten wurde ein Mittelwert gebildet und dieser ins Verhältnis zum 
Mittelwert der Negativprobe gesetzt, das heißt, jeder Mittelwert wurde durch den 
Mittelwert der Negativprobe geteilt. 
 
3.5 Promotorstudie in RAW264.7 Zellen zur Ermittlung der Lokalisation des 
Retinsäureresponsive-Elementes im CYP27A1-Gen 
 
Alle Arbeitsschritte mit Ausnahme der Transfektion wurden wie oben beschrieben 
durchgeführt. Für die Transfektion wurden von unserer Arbeitsgruppe bereitgestellte 
Plasmide, die die drei Deletions-Konstrukte (-1089/+29, -512/+29, -1917/+29) des 
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menschlichen CYP27A1 Promotors enthielten, verwendet. Man klonierte die 
Konstrukte, die aus der DNA von menschlichen Leukozyten freiwilliger gesunder 
Spender stammten, in einen pGL3-basic Vector. Ein pGL3-basic Vektor ohne 
Plasmid diente als Negativkontrolle und ein pGL3-CMV Vektor, der den  
Cytomegalievirus-Promotor enthielt, diente als Positivkontrolle.  
Die Plasmide wurden mit dem AMAXA-System (Amaxa, Köln, Deutschland) nach 
den Angaben des Herstellers transient in die Zellkerne der RAW264.7 Zellen 
transfiziert und nach einer Stunde mit 4 µl ATRA, 4 µl RXR oder 4 µl DMSO 
behandelt.  
Nach 24 Stunden wurden der Luziferase- und der β-Galaktosidaseassay 
durchgeführt. Jedes Experiment wurde zwei Mal wiederholt, und die Messungen 
wurden in Triplets durchgeführt. 
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4 Ergebnisse 
 
4.1 Auswirkungen von Retinoiden auf den Cholesterinstoffwechsel von THP-1 
Zellen  
 
Bei Microarrayuntersuchungen unserer Arbeitsgruppe (Langmann et al. 2005) wurde 
herausgefunden, dass Retinoide Gene des menschlichen Lipidstoffwechsels 
induzieren. Makrophagen und THP-1 Zellen wurden mit den Retinoiden β-Carotin, 
9-cis Retinsäure und ATRA stimuliert, und es zeigte sich, dass β-Carotin den 
geringsten Effekt hatte, während 9-cis Retinsäure und ATRA fast gleich stark die 
Induktion von Genen, die den Fettsäurestoffwechsel und den Cholesterin-
stoffwechsel regeln, bewirkten. Sowohl bei undifferenzierten als auch bei in vitro 
differenzierten Makrophagen zeigten sich signifikante Hochregulationen des m-RNA 
Spiegels von Lipid regulierenden Genen, wie zum Beispiel den ABC-Transportern A1 
und G1. Um die Microarray Untersuchungen mit einer unabhängigen und 
spezifischeren Methode zu verifizieren, wurde ein Versuchsaufbau entwickelt, der auf 
Real Time TaqMan PCR basiert.  
Im Rahmen dieser Versuchsreihe wurden THP-1 Zellen beziehungsweise in vitro 
differenzierte Makrophagen 24 Stunden lang entweder nur mit DMSO behandelt oder 
jeweils mit einem der Retinoide β-Carotin, 9-cis RA oder ATRA stimuliert. 
Anschließend wurde mit der TaqMan RT PCR Methode die Genexpression 
ausgewählter Gene, die den Lipidstoffwechsel von THP-1 Zellen beeinflussen 
(Langmann et al. 2005), zusammen mit der hausinternen Standardreferenz 18s RNA 
gemessen. Als signifikante Erhöhung wurde eine Stimulation größer 2 auf der 
y-Achse betrachtet, da die hausinterne Kontrolle 18s RNA auf 2 hochreguliert wird. 
Ab einem CT Average von etwa 35 ist die Expression eines Genes so gering, dass 
sie von dem Messgerät nicht mehr erfasst wird.  
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4.1.1 Stimulation von THP-1 Zellen durch Retinoide und Messung der 
Genexpression von ABCA1, ABCG1, CYP27A1 und LXRα 
 
Bei diesem Versuch wurde die Hochregulation der Gene ABCA1, ABCG1, CYP 27A1 
und LXRα, die den Cholesterinstoffwechsel in Monozyten beeinflussen (Langmann et 
al. 2005) in der promyeloiden Zelllinie THP-1 gemessen. Bei allen 4 gemessenen 
Genen war die Genexpression in den Kontrollzellen, die nur mit Medium (RPMI) 
versetzt waren, gleichermaßen niedrig. Ähnlich tief fiel die Hochregulierung bei allen 
4 Genen bei der Stimulation mit DMSO und β-Carotin aus.  
Alle 4 Gene wurden signifikant hochreguliert durch die Stimulation mit 9-cis RA oder 
mit ATRA. Die Stimulation durch 9-cis RA fiel dabei wesentlich stärker aus; so 
beträgt beispielsweise die m-RNA Expression von ABCG1 in mit 9-cis RA 
stimulierten Zellen 35 und die von CYP27A1 77. Die stärkste Stimulation durch 
ATRA trat bei CYP27 A1 mit 57 auf. ABCG1 erreichte eine Expression von 35 in der 
mit 9-cis-RA stimulierten Probe und 3,4 in der mit ATRA stimulierten Probe. Das Gen 
CYP27A1 wurde in den THP-1 Zellen viel stärker durch 9-cis Retinsäure und ATRA 
stimuliert als in menschlichen Monozyten, LXR α wurde in den THP-1 Zellen sehr 
schwach im Gegensatz zur Expressionsantwort in Monozyten hochreguliert 
(Langmann et al. 2005). Mit diesem Experiment konnte erstmals eine m-RNA 
Hochregulation von Lipidstoffwechselgenen durch Retinoide in THP-1 Zellen 
nachgewiesen werden.  
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Diagramm 1:  
Stimulation von THP-1 Zellen durch Retinoide und Messung der Gene ABCA1, ABCG1, 
CYP27A1 und LXRα 
 
4.1.2 Stimulation von THP-1 Zellen durch Retinoide und Messung der 
Genexpression von ABCG1-Isoformen 
 
Bei dieser Untersuchung wurden die ABCG1-Isoformen ABCG157A-I_AbD, 
ABCG157B-E_AbD, ABCG1819B-I9_AbD und ABCG1810A-I8_AbD auf ihre 
Expression in THP-1 Zellen, die mit Retinoiden stiumuliert wurden, getestet. Bei 
ABCG157A-I_AbD und ABCG157B-E_AbD war die durch 9-cis-RA ausgelöste 
Expressionserhöhung viel stärker als bei ATRA, dies ist mit  dem Ergebnis von 
ABCG1 im vorangegangenen Versuch vergleichbar. Die Expression der mit 9-cis RA 
stimulierten Probe ist mit 55 bei ABCG157A-I_AbD bzw. 52 bei ABCG157B-E_AbD 
sogar noch stärker als bei ABCG1 mit 35 (siehe Diagramm 1).  
Bei den Genen ABCG1819B-I9_AbD und ABCG1810A-I8_AbD war der CT Average 
Wert mit 45 zu hoch, dies bedeutet, dass der Wert der Expression dieser Gene nicht 
aussagekräftig ist. 
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Diagramm 2:  
Stimulation von THP-1 Zellen durch Retinoide und Messung der Gene ABCG157A-I_AbD 
und ABCG157B-E_AbD 
 
4.1.3 Stimulation von THP-1 Zellen durch Retinoide und Messung der 
Genexpression der Gene ABCA1, ABCG1-Isoformen, CYP27A1 und LXRα  
 
Um die Ergebnisse aus den beiden vorangegangenen Versuchen zu verifizieren, 
wurden die Gene zusammen untersucht. Bei ABCA1, ABCG157A-I_AbD, 
ABCG157B-E_AbD und CYP27A1 bestätigten sich die Ergebisse der beiden 
vorherigen Untersuchungen, und die 9-cis RA Stimulation bewirkte die höchste 
Expression.  
Bei ABCA1, ABCG157A-I_AbD und ABCG157B-E_AbD wurde ATRA sehr niedrig 
exprimiert. 
Am höchsten wurde CYP27A1 hochreguliert. Jedoch fiel die Hochregulation bei 
ATRA wieder schwächer aus als bei 9-cis RA. 
Bei LXRα war keine signifikante Hochregulation durch Retinoidstimulation 
feststellbar, die bei Versuch 1 mit 2,11 und 1,47 schon sehr niedrig ausgefallen war. 
Erneut konnte man bei den ABCG1-Isoformen ABCG1819B-I9_AbD und 
ABCG1810A-I8_AbD mit einem CT Average von 42 keine Expression erfassen.  
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Die Resultate bestätigen die Ergebnisse der vorangegangenen Versuche im Hinblick 
auf die deutliche Steigerung der Genexpression von ABCA1, ABCG157A-I_AbD, 
ABCG157B-E_AbD und CYP27A1 durch Proben, die mit 9-cis RA stimuliert wurden. 
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Diagramm 3:  
Stimulation von THP-1 Zellen durch Retinoide und Messung der Gene ABCA1, ABCG1-
Isoformen, CYP27A1 und LXRα 
 
4.1.4 Stimulation von THP-1 Zellen durch Retinoide mit und ohne TNFα und 
Messung der Gene ABCA1, ABCG1, ABCG1-Isoformen, CYP27A1, ABCG4 und 
LXRα 
 
Die Genexpression der Gene ABCA1, ABCG1, ABCG157A-I_AbD, ABCG157B-
E_AbD ist bei den mit 9-cis RA stimulierten Zellen deutlich stärker als bei den mit 
ATRA stimulierten Zellen. Zudem wird deutlich, dass die Genexpressionserhöhung 
noch verstärkt wird durch Stimulation der Proben mit 9-cis-RA und TNFα. Eine 
alleinige Stimulation mit TNFα bewirkt jedoch keine Expressionserhöhung. Die 
Stimulation mit ATRA und TNFα wirkt sich niemals stärker aus als die alleinige 
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Stimulation mit ATRA. Am stärksten wird die Expression von CYP27A1 hochreguliert. 
Nur bei CYP27A1 bewirkt die mit ATRA und TNFα stimulierte Probe mit 33 eine 
signifikante Genexpressionserhöhung, die aber dreimal so niedrig ist als bei der 
alleinigen Stimulation mit ATRA. Auffällig bei diesem Experiment war, dass die 
Expression der mit ATRA stimulierten Probe am höchsten war.  
Die ABCG4-Expression (siehe Diagramm 5) wurde nur in der mit ATRA stimulierten 
Probe induziert, aber 9-cis RA bewirkt keine Expressionserhöhung. LXRα erreichte 
eine schwache, aber signifikante Erhöhung der Genexpression bei den mit 9-cis RA 
stimulierten Zellen  auf 3,7 bei den mit 9-cis-RA und TNFα stimulierten Zellen auf 3,8 
und bei den mit ATRA stimulierten Zellen auf 4,4. 
Bei ABCG1819B-I9_AbD und ABCG1810A-I8_AbD war wiederholt keine Expression 
messbar. 
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Diagramm 4:  
Stimulation von THP-1 Zellen durch Retinoide und Messung der Gene ABCA1, ABCG1, 
ABCG1-Isoformen, CYP27A1 und LXRα 
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Diagramm 5:  
Stimulation von THP-1 Zellen durch Retinoide und Messung der Gene LXRα und ABCG4 
 
4.2 Untersuchung der Expression der ABCG1-Isoformen in in vitro 
differenzierten menschlichen Makrophagen und in HepG2 Zellen 
 
Bei den Makrophagen bewirkte die Stimulation mit 9-cis RA die stärkste 
Hochregulation bei den Genen ABCG157A-I_AbD und ABCG157B-E_AbD. ATRA 
verursacht eine niedrigere Expression als bei den mit 9-cis RA stimulierten Zellen. 
Die Expression der Gene ABCG1819B-I9_AbD und ABCG1810A-I8_AbD liegt bei 
einem CT Average von 45 wieder ausserhalb des messbaren Bereiches. Die 
Ergebnisse der Microarray Untersuchungen und nachfolgende Echtzeit PCR 
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurden jetzt auch für die ABCG1 Isoformen 
bestätigt und zeigen, dass Lipidstoffwechselgene in Monozyten und Makrophagen 
durch Retinoide stimuliert werden.  
Die Hep G2 Zellen wurden nicht stimuliert, um die Höhe der basalen Expression der 
ABCG1-Isoformen herauszufinden. Ein weiteres Ziel war es herauszufinden, in 
welcher der vier Isoformen die Expression der Gene am höchsten ist. Im Vergleich 
zur 18s RNA mit einem Durchschnittswert von 1,28 sind die Expressionen des Gens 
ABCG157B-E_AbD in den Proben mit einem Durchschnittswert von 1,33 leicht 
erhöht. Eine Probe liegt mit 2,66 über dem höchsten Expressionswert der 18s RNA. 
Die basale Expression von ABCG157B-E_AbD ist höher als die von 
ABCG157A-I_AbD, dessen Durchschnittswert bei 0,69, also unter der 18s RNA-
Expression, liegt. 
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Die höchste basale Expression in den Hep G2 Zellen war bei ABCG1 feststellbar, 
gefolgt von ABCA1. Die basale Expression von ABCG157B-E_AbD ist höher als die 
von ABCG157A-I_AbD. 
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Diagramm 6:  
Retinoidstimulation von in vitro differenzierten Makrophagen und Messung der 
Genexpression der ABCG1-Isoformen 
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Diagramm 7:  
Basale Genexpression der ABCG1-Isoformen in HepG2 Zellen 
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Diagramm 8:  
Basale Genexpression von ABCA1, ABCG1 und ABCG1-Isoformen in HepG2 Zellen 
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4.3 Promotorstudie in RAW264.7 Zellen zur Ermittlung der Lokalisation des 
Retinsäure-Responsive-Elementes im ABCG1-Gen 
 
Um regulatorische Mechanismen herauszufinden, die für die Hochregulierung des 
ABCG1-Gens durch Retinoide verantwortlich sind, wurden Fragmente des humanen 
ABCG1-Gens zusammen mit β-Gal und Luziferase als Reportergenkonstrukt in einen 
Vektor kloniert. Beginnend bei 3000 bp und endend bei 250 bp unterhalb des 
Startcodons des ersten Exons wurden die Konstrukte -3000, -2000, -500, -250 
gewählt und in die murine Monozytenzelllinie RAW264.7 transfiziert. 
Im ersten Versuch wurde geprüft, bei welchen Gensequenzen eine 
Expressionsantwort von ABCG1 auf Retinoide erfolgt. Die Gensequenzen ABCG1     
-3000, -2000 und –500, die um die angegebene Basenpaarlänge vom Startcodon 
des ABCG1 Promotors entfernt waren, wurden in RAW267.4 Zellen transfiziert, 
anschließend mit Retinoiden stimuliert, und als letztes wurde die Expression mittels 
Luziferaseassay gemessen. Der Quotient Luziferase/Protein x β-Galaktosidase 
wurde bestimmt; durch Mittelwertberechnung und Beziehung zur Negativprobe 
erhielt man vergleichbare Werte (siehe Methoden 3.4.8). 
Bei allen Proben wirkte sich die 9-cis RA beziehungsweise ATRA Stimulation 
erhöhend auf die ABCG1 Expression aus. Die Expression des ABCG1 (-500) 
Genkonstruktes nach RXR und ATRA Stimulation ist 4 - 5 mal höher als die 
Promotorstimulation in den Abschnitten (-2000) und (-3000).  
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Diagramm 9: 
Promotorstudie zur Identifizierung des Retinsäure-Responsive Elementes des ABCG1-Gens 
 
 
Im folgenden Versuch wurde die Genexpression der Genabschnitte ABCG1 (-500) 
und ABCG1 (-250) nach Retinoidstimulation untersucht. Die ABCG1 (-500) 
Promotorregion wird zwar stärker als die Genregion (-250) stimuliert, weil aber die 
Exprimierung der Genregion (-250) fast ebenso stark ist, befindet sich die gesuchte 
Promotorregion höchstwahrscheinlich im Genabschnitt –250. 
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Bei der Ermittlung der Lokalisation des Retinsäure-Responsive Elementes im 
ABCG1-Gen wurde herausgefunden, dass der Retinsäure-induzierbare 
Promotorbereich vermutlich -250 bp abwärts des Startcodons des Promotors liegt. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern die Grundlage für eine weitere Erforschung der 
Promotorregionen im ABCG1-Gen.  
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Diagramm 10: 
Promotorstudie zur Identifizierung des Retinsäure-Responsive Elementes des ABCG1-Gens 
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4.4 Promotorstudie in RAW264.7 Zellen zur Ermittlung der Lokalisation des 
Retinsäure-Responsive-Elementes im CYP27A1-Gen 
 
Weil Vitamin A-Metaboliten das CYP27A1 in mehreren unabhängigen Versuchen 
sehr stark hochreguliert haben, lag die Vermutung nahe, dass es einen Genbereich 
im CYP27A1-Promotor gibt, der stark auf Retinsäure anspricht.  
Nun war es die Aufgabe, das Retinsäure-Responsive Element der Promotorregion 
dieses Genes zu identifizieren. Auf frühere Forschungsergebnisse unserer 
Arbeitsgruppe gestützt, wurden drei Genabschnitte des proximalen Promotors des 
CYP27A1-Gens verschiedener Länge gewählt und ihre Expressionsantwort auf die 
Retinoide 9-cis RA und ATRA in murinen Makrophagen untersucht. Die drei 
Promotorregionen sprachen sowohl auf ATRA als auch auf 9-cis RA an, und 
übereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Dissertation bei THP-1 Zellen 
stimulierte die 9-cis RA den CYP27A1 Promotor mehr als ATRA.  
Am höchsten war die Expressionsantwort des –512 bp Promotorabschnittes unter 
Retinoidstimulation, während die Promotorexpression des –1089 bp Genabschnittes 
unter Retinodstimulation niedriger war als bei der DMSO Kontrolle. Weil das kürzeste 
Konstrukt –191 bp das Ausmaß der Genexpression, das bei –512 nach 
Retinoidstimulation aufgetreten war, bewahren konnte, konnten wir das Retinsäure-
Responsive Element im proximalen Promotorbereich –191 bp entfernt vom 
Startkoden des ersten Exons des CYP27A1-Gens identifizieren. Übereinstimmend 
dazu fand unsere Arbeitsgruppe auch RXR/RAR Bindungsstellen in dieser Region.  
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Diagramm 11:  
Promotorstudie zur Ermittlung des Retinsäure-Responsive Elementes des CYP27A1-Gens 
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5 Diskussion 
 
5.1 Forschungsstand des Zusammenspiels von ABC-Transportern, 
Retinoiden und Lipiden in Makrophagen 
 
In der Einleitung wurde auf die zentrale Rolle der ABC-Transporter ABCA1 und 
ABCG1 im Lipid- und Cholesterinstoffwechsel einer Zelle hingewiesen. Den ABC-
Transportern werden zentrale Aufgaben im Fettstoffwechsel, vor allem im 
Gallensäure-, Phospholipid- und Steroltransport zugewiesen; deshalb sind sie 
maßgeblich an der Entstehung von Erkrankungen beteiligt, die mit dem Ausfall dieser 
Stoffwechselfunktionen einhergehen (Borst et al. 2000; Lu et al. 2001; Schmitz et al. 
2000; Schmitz et al. 2001a). Daher lohnt die genaue Betrachtung der ABC-
Transporterfunktion, um mögliche Therapieansätze für die Behandlung von 
Dyslipidämien und der Arteriosklerose aufzudecken. 
Die ersten beiden humanen ABC-Transporter, bei denen eine sterolsensitive 
Expressionsregulation durch Monozyten auf Gentranskriptionsebene gezeigt werden 
konnte, waren ABCA1 und ABCG1 (Langmann et al. 1999, Klucken et al. 2000). 
ABCA1 und ABCG1 kommen im menschlichen Körper ubiquitär vor, aber ihre mRNA 
Expression wird interessanterweise von Monozyten, die zu Gewebsmakrophagen 
heranreifen, induziert (Oram et al. 2000, Lawn et al. 1999, Langmann et al. 2002). 
Wenn die Makrophagen durch Beladung mit modifiziertem LDL (acLDL, oxLDL oder 
eLDL) zu Schaumzellen transfiziert werden, werden die mRNA und Proteinmengen 
von ABCA1 und ABCG1 7-100 fach hochreguliert (Langmann et al. 1999; Klucken et 
al. 2000; Venkateswaran et al. 2000a). Allerdings sind die molekularen 
Mechanismen, die bei der Lipidbeladung von Makrophagen zur Induktion der ABCA1 
oder ABCG1 Expression führen, noch nicht eindeutig identifiziert, sie sollen in dieser 
Dissertation zumindest teilweise aufgedeckt werden. 
Man weiss, dass beim Einsatz von Oxysterolen über die Mediatoren LXR-α und  
LXR-β eine vermehrte Expression der ABCA1- und ABCG1-Transporter vermittelt 
wird (Costet et al. 2000; Schwartz et al. 2000).  
Ebenso wie die Oxysterole könnten die Retinoide vermutlich über den 
Retinoidrezeptor RXR zu einer Zunahme der Genexpression von ABCA1 und 
ABCG1 in Makrophagen, die mit Lipiden beladen werden, führen.  
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5.2  Retinoidstimulation von THP-1 Zellen zur Untersuchung der 
Hochregulierung von Lipidstoffwechselgenen 
 
Mit Hilfe von „Knock-out“ Mäusen, denen LXRα und/oder LXRβ fehlten und mit der 
Verwendung von synthetischen RXR und LXR Agonisten ist die Identifizierung von 
RXR/LXR abhängigen, sterolregulierten Genen leichter geworden. Mit diesen 
Methoden fand man heraus, dass ABCA1 durch LXRα, RXRα, cAMP, Retinoide und 
Oxysterole hochreguliert wird (Oram et al. 2000, Venkateswaran et al. 2000b, Costet 
et al. 2000, Repa et al. 2000). Auch bestimmte Stadien der Zelldifferenzierung von 
Monozyten können einen stimulatorischen Einfluss auf die Genexpression von 
ABCA1 haben (Lawn et al. 1999, Oram et al. 2000, Langmann et al. 2002). Während 
der Differenzierung von menschlichen Monozyten zu Makrophagen wird die ABCA1 
mRNA- und Proteinexpression hochreguliert, wenn acetyliertes low-density 
Lipoprotein anwesend ist (AcLDL), und durch HDL3 nimmt die ABCA1 
Proteinexpression wieder ab (Langmann et al. 1999).  
In weiteren Untersuchungen zur ABCA1-Genexpression wurden RAW264.7 und 
HepG2 Zellen 18 Stunden lang mit zunehmend höheren Dosen von Insulin, Glukose, 
Fettsäuren und Ketonkörpern inkubiert (Uehara et al. 2002). Während Glukose und 
Insulin keinen Effekt auf die ABCA1 Expression hatten, führten mehrfachungesättigte 
Fettsäuren und Ketonkörper zu einer Abnahme der ABCA1-Genexpression. Der 
stimulatorische Effekt von Oxysterolen (Costet et al. 2000, Venkateswaran et al. 
2000) auf ABCA1 in HepG2 und RAW264.7 Zellen wurde vermindert durch EPA, 
Oleic acid und Acetoacetat. Die Versuche wurden durch Promotorstudien an 
RAW264.7 Zellen verifiziert, in die Teile des menschlichen ABCA1 Promotors 
eingebracht wurden, dabei regulierten EPA und Acetoacetat die Promotoraktivität 
des ABCA1-Gens um bis zu 70 % herab. Unter Oxysterol oder 9-cis RA Stimulation 
ergab sich eine Zunahme der Promotoraktivität um den Faktor 30 gegenüber der 
Kontrolle (Uehara et al. 2002).  
Die antioxidativen Vitamine A (Retinol) und seine Metaboliten 9-cis Retinsäure (9-cis-
RA) und All-trans Retinsäure (ATRA) üben einen antiatherogenen Effekt aus, der 
noch nicht bis ins Detail geklärt ist.  
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe mit Microarrays (Langmann et al. 2005) brachten 
die Erkenntnis, dass ein Gencluster des zellulären Lipid- und Cholesterin-
stoffwechsels in menschlichen Monozyten und in vitro differenzierten Makrophagen, 
die mit Retinsäure stimuliert wurden, stark induziert wurde. Unter anderem wurden 
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die Gene ABCA1, ABCG1, CYP27A1 und LXRα, die in dieser Arbeit eine wichtige 
Rolle spielen, stark durch Retinoide stimuliert.  
Mit quantitativer Realtime PCR wurden die Ergebnisse ausgewählter Gene unter 
Retinoidstimulation bestätigt. Zum Beispiel war bei den Fettsäurestoffwechselgenen 
Fettsäuredesaturase 2, Stearyl CoA Desaturase, Monoglyceridlipase und den 
Apolipoproteinen ApoC-I und ApoC-II die stärkste Hochregulierung durch 9-cis RA 
festzustellen. Bei ApoC-IV und Apo-E beispielsweise war der stimulierende Effekt 
von ATRA höher. Auch bei in vitro differenzierten Makrophagen wurde mit RT-PCR 
die Hochregulierung von ABCA1, ABCG1, CYP27A1 und LXRα gemessen. Dabei 
traten die höchsten retinoidinduzierten Genexpressionen bei ABCA1, CYP27A1 und 
LXRα durch 9-cis Retinsäure auf, und bei ABCG1 durch ATRA. LXRα wurde etwas 
stärker als CYP27 hochreguliert. Die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe untermauern 
die induzierende Wirkung von Vitamin A und seinen Derivaten auf Apolipoproteine, 
Fettsäure- und Cholesterinstoffwechselgene und weisen auf die wichtige Funktion 
von Retinsäuren in diesen Regelkreisen hin.  
Im Rahmen dieser Dissertation wurden die Microarrayergebnisse unserer 
Arbeitsgruppe der Cholesterinstoffwechselgene ABCA1, ABCG1, CYP27A1 und 
LXRα mittels quantitativer RT-PCR, einer sensitiven und spezifischen Methode, 
verifiziert. Um herauszufinden, ob die Gene ABCA1 und ABCG1 direkt durch die 
Retinoid-Rezeptoren RAR und RXR induziert werden oder ob es eine indirekte 
Aktivierung über LXRα und CYP27 gibt, wurden THP-1 Zellen in vitro mit 
Provitamin A (β-Carotin), 9-cis Retinsäure (9-cis-RA) und ATRA inkubiert. Die 
anschließende Genexpressionsmessung mit Echtzeit-PCR führte zum Ergebnis, 
dass Retinoide bei der promyelozytischen Zelllinie THP-1 zu einer 
Genexpressionserhöhung der Cholesterinstoffwechselgene ABCA1 und ABCG1 
führen. Die stärkste Genexpressionserhöhung erfolgte durch 9-cis RA, die 
zweitstärkste durch ATRA; β-Carotin hatte keinen signifikanten stimulatorischen 
Effekt. Obwohl ATRA als der „aktive Metabolit“ (Cullum und Zile 1985) unter den 
Retinsäurederivaten bezeichnet wird, werden die promyelozytischen THP-1 Zellen 
stärker durch 9-cis RA hochreguliert. CYP27A1 wird viel stärker als ABCA1 und 
ABCG1 durch Retinoide stimuliert, und wie bei diesen Genen bewirkt 9-cis RA eine 
stärkere Hochregulierung als ATRA. Das einzige Gen, das durch β-Carotin 
hochreguliert wurde, ist CYP27A1.  
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Das ABCA1-Gen, dessen mRNA Expression mittels RT-PCR gemessen wurde, war 
in primären Monozyten und Makrophagen, die mit ATRA behandelt wurden, deutlich 
erhöht (Costet et al. 2003). Wenn man diese Ergebnisse mit denen dieser 
Dissertation vergleicht, fällt die Gemeinsamkeit auf, dass die ABCA1 Expression 
durch Retinoide in Makrophagen zunimmt. Neu war die Verwendung von 9-cis RA 
als Stimulus der ABCA1 Expression in Monozyten und die Erkenntnis, dass 9-cis RA 
das ABCA1 und andere Cholesterinstoffwechselgene stärker hochreguliert als ATRA. 
Frühere Forschungsergebnisse zeigten, dass durch die Stimulation mit ATRA die 
m-RNA- und Proteinspiegel von ABCA1 und LXRα in murinen Makrophagen und 
THP-1 Zellen angehoben wurden (Costet et al. 2003, Wagsater et al. 2003). Auch 
wenn Wagsater et al. zum Ergebnis kamen, dass die mRNA Menge von ABCG1 
durch die Stimulation mit ATRA nicht verändert wurde, haben die Ergebnisse unserer 
Arbeitsgruppe und diese Dissertation in Versuchen an THP-1 Zellen durch 
reproduzierbare Ergebnisse bewiesen, dass 9-cis RA und ATRA starke Induktoren 
der ABCG1-Genexpression sowohl in primären menschlichen Monozyten als auch in 
THP-1 Zellen sind.  
Im Rahmen dieser Dissertation wurden THP-1 Zellen erstmals mit Retinoiden in 
Verbindung mit TNFα 24 Stunden lang stimuliert. Eine 9-cis RA und TNFα 
Stimulation hatte einen deutlichen stimulatorischen Effekt auf die mRNA Expression 
der untersuchten Cholesterinstoffwechselgene, der noch höher war als unter 
alleiniger 9-cis RA Stimulation. Aufgrund dieser Ergebnisse liegt die Vermutung 
nahe, dass das Zellstadium einer Zelle und der proinflammatorische Zustand einer 
Zelle einen Einfluss auf die Expression von Cholesterinstoffwechselgenen haben. 
In einer Versuchsreihe von Venkateswaran wurden menschliche Makrophagen 48 
Stunden lang mit Lipiden inkubiert (Venkateswaran et al. 2000b). Es erfolgte ein 
ABC8 Anstieg nach Inkubation mit AcLDL, Cholesterol und (25)-OH-CH und hoch 
oxidiertem LDL. Keine ABC8 Erhöhung trat ein bei nativem LDL, alleiniger 
Cholesterolbehandlung, LPS und TNF α.  Es wurde gefolgert, dass die sterol-
sensitive Induktion in Makrophagen unabhängig von proinflammatorischen Stimuli 
und dem oxidativem Zustand der Zelle ist und dass die Behandlung mit TNFα oder 
LPS Einfluss auf die ABCG1 mRNA Expression hat (ebenda).  
Da die Zellen in einem anderen Differenzierungsstadium als die THP-1 Zellen sind 
und die Einwirkzeit der Substanzen unterschiedlich ist, sind die Versuche nur bedingt 
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vergleichbar. Auf jeden Fall sollte im Anschluss an diese Ergebnisse weiter in dieser 
Richtung geforscht werden. 
Weil in anderen Veröffentlichungen (Attie et al. 2001) berichtet wurde, dass HDL und 
seine Apolipoproteine den Cholesterinefflux aus Schaumzellen vermitteln, lenkte sich 
das Interesse darauf, ob Makrophagen unter dem Einfluss von Retinoiden ebenso 
Cholesterin ausstoßen. ABCA1 vermittelt in RAW264.7 Zellen den Efflux von 
Phospholipiden und Cholesterin aus Makrophagen nach lipidarmen 
Apolipoproteinen, z.B. apoA-I und apoE, um daraus HDL zu bilden (Oram et al. 
2000). Bei Wang und Kollegen vermitteln ABCG1 und ABCG4 den Cholesterinefflux 
von transfizierten HEK293 Zellen nach HDL-3 und HDL-2 Partikeln, aber nicht nach 
apoA-I (Wang et al. 2004). Da HDL von ABCA1 reguliert wird und ABCA1 wiederum 
von Retinoiden, ist die Schlussfolgerung naheliegend, dass Retinoide auch den 
Cholesterinefflux von Makrophagen steuern.  
Um herauszufinden, ob der Anstieg wichtiger Faktoren für den intrazellulären 
Cholesterinstoffwechsel unter dem Einfluss von Retinoiden auch funktionelle 
Auswirkungen hat, hat unsere Arbeitsgruppe den Lipidefflux von RAW264.7 
Makrophagen gemessen. Die Zellen wurden mit 9-cis RA und ATRA stimuliert und 
ihr Phospholipid- und Cholesterinefflux nach ApoA-I wurde bestimmt. Dabei war 9-cis 
RA ein stärkerer Induktor als ATRA, und der Efflux von Cholesterin war stärker als 
der von Phospholipiden. Diese Untersuchungen zeigen, dass der Anstieg der mRNA 
Spiegel von Lipidstoffwechselgenen, die durch Retinoide stimuliert werden, auch mit 
einer messbaren Erhöhung des Cholesterineffluxes in Makrophagen einhergeht.  
Schon in früheren experimentellen Studien (Langmann et al. 1999) wurde 
herausgefunden, dass AcLDL Beladung von Makrophagen einen starken m-RNA 
Anstieg von hABC1 (humanes ABCA1) zur Folge hat  und die Proteinexpression 
während der Monozytendifferenzierung zunimmt, wie auch der hABC1 Spiegel nach 
Sterolbeladung zunimmt (ebenda). hABC1 ist ein sterolsensitives Gen, das durch 
Import und Export von Cholesterin in die Zelle reguliert wird (ebenda). Diese 
Ergebnisse verdeutlichen die funktionelle Relevanz der Geninduktion von 
Lipidstoffwechselgenen. 
Die Berührungspunkte von Retinoiden und dem Lipidstoffwechsel sind vielfältig. Das 
CD36 Molekül, das in den Microarray-Untersuchungen und anschließenden RT-PCR 
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe untersucht wurde und ebenfalls durch 
Retinoide hochreguliert wird, ist ein wichtiges Molekül, das mit der Pathogenese der 
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Arteriosklerose in Zusammenhang steht. CD36 vermittelt sowohl die Aufnahme von 
modifizierten Lipoproteinen als auch die von Fettsäuren, und seine Transkription wird 
in THP-1 Zellen angeregt durch RAR (Wuttge et al. 2001). Des Weiteren soll die 
Hochregulierung von Acyl-Coenzym A durch ATRA in THP-1 Zellen die Speicherung 
von Cholesterinestern in Lipidtröpfchen bewirken (Yang et al. 2001).  
Die Resultate dieser Dissertation zeigen, dass Gene wie ABCA1, ABCG1, CYP27A1 
und LXRα, die für den Lipidefflux von Makrophagen zuständig sind, stark durch 
Retinoide hochreguliert werden und dass die Stimulation dieser Komponenten zu 
einer Abnahme von Lipiden in Monozyten und Makrophagen führt. Dies wird auch 
durch die Studien unserer Arbeitsgruppe über den zellulären Lipidefflux unterstützt. 
Makrophagen, die in Anwesenheit von 9-cis RA und ATRA inkubiert wurden, zeigten 
eine sehr starke Induktion sowohl ihres Phospholipid- als auch ihres 
Cholesterineffluxes hin zu Apo-AI, einem Rezeptor, der Cholesterinveresterung und 
Speichervorgänge ausgleicht (Langmann et al. 2005).  
ABCG1 und ABCG4 werden wie ABCA1 in Makrophagen exprimiert und durch 
LXR/RXR Aktivierung über die Mediatoren 22-OH-CH und 9-cis RA hochreguliert 
(Klucken et al. 2000; Engel et al. 2001). 
Das menschliche ABCG4-Gen wird wie ABCA1 und ABCG1 in menschlichen 
Makrophagen von Oxysterolen, Retinoiden und anderen Agonisten der Rezeptoren 
LXR/RXR reguliert (Engel et al. 2001) und agiert mit ABCG1 in Membranen 
(Cserepes et al. 2004). ABCG4 weist mit 84 % eine hohe Sequenzhomologie zu 
ABCG1 auf und erstreckt sich auf Chromosom 11q23.3 (Engel et al. 2001). Frühere 
Forschungsergebnisse, die mit RT-PCR erbracht wurden, zeigen, dass die 
Genexpression von ABCG4 in menschlichen Makrophagen nach Stimulation mit den 
Agonisten der Zellkernrezeptoren LXR/RXR 9-cis RA und 22R-Hydroxycholesterin in 
der Größenordnung von ABCA1 erhöht war (ebenda). Nach Cholesterinbeladung von 
menschlichen Makrophagen war die ABCG4 Expression ebenfalls erhöht (ebenda), 
dabei war die Expression von ABCG4 niedriger als die von ABCG1 (ebenda). 
Angeregt durch obige Ergebnisse wurden im Rahmen dieser Dissertation erstmals 
THP-1 Zellen mit 9-cis RA, ATRA und TNFα in Verbindung mit 9-cis RA oder ATRA 
stimuliert und das Ausmaß der ABCG4-Genexpression bestimmt. Durch alleinige 
ATRA Stimulation erreichte ABCG4 die höchste mRNA Expression, 9-cis RA jedoch 
bewirkte keine signifikante Expressionsteigerung. TNFα hatte zusammen mit ATRA 
im Vergleich zur Kontrolle einen supprimierenden Effekt auf die ABCG4 Expression.  
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Das ABCG4-Gen unterscheidet sich in seiner Reaktion von ABCG1 und von den 
anderen lipidsensitiven Genen bei den Ergebnissen dieser Dissertation darin, dass 
es als einziges Gen nicht durch 9-cis RA stimuliert wird. Auch wenn dieses Gen 
ähnlich wie ABCA1 und ABCG1 in Makrophagen exprimiert und über ähnliche 
Mechanismen gesteuert wird, könnte die RAR-vermittelte Expressionssteigerung 
durch den Ligand ATRA überwiegen.  
Andere Forschungsergebnisse (Venkateswaran et al. 2000a) erbrachten, dass bei 
Makrophagen, denen LXRα und LXRβ fehlen, die ABCG1 Expression während der 
Sterolbeladung nicht hochreguliert wird, deshalb kommen LXR α und LXR β für 
ABCG1 als Transkriptionsfaktoren in Frage. Um die Vermutung zu bestätigen, dass 
ABCG1 und ABCG4 eine wichtige Rolle in der zellulären Lipid-Sterolregulation 
spielen, wurden die White 1 und White 2 Transporter und ihr Enantiomer in 
Insektenzellen exprimiert und mit Antikörpern fixiert (ebenda). Anschließend isolierte 
man Membranbestandteile und gewann die Erkenntnis, dass bei ABCG1 eine hohe 
basale ATPase Aktivität besteht, die durch Stimulation mit lipophilen Kationen noch 
erhöht werden konnte und bei Cyclosporin A-, Thyroxin- oder Benzamileinwirkung 
abnahm (ebenda). Bei ABCG4 wurde eine niedrigere basale ATPase Aktivität 
festgestellt, die nicht durch obige Substanzen zu beeinflussen war. Ein weiteres 
Ergebnis der Studie (Venkateswaran et al. 2000a) war, dass die Transporter ABCG1 
und ABCG4 höchstwahrscheinlich sowohl homo- als auch heterodimerisieren, weil 
die ABCG4 K-M Mutante die ATPase Aktivität von ABCG1 selektiv verschwinden 
ließ.  
Das ABCG4-Gen ist noch lange nicht ausreichend erforscht, um tiefergehende 
Aussagen über seine Rolle im Cholesterinstoffwechsel treffen zu können.  
 
5.3 Untersuchung der Expression der ABCG1-Hauptisoformen in THP-1 
Zellen, in vitro differenzierten Makrophagen und HepG2 Zellen 
 
Das ABCG1-Gen wurde als ein Schlüsselgen des Lipidgleichgewichtes in 
Makrophagen bezeichnet (Klucken et al. 2000). Die ABCG1 Regulation durch Lipide 
kommt ausschließlich bei menschlichen oder murinen monomyeloiden Zellen vor, 
wie etwa in primären menschlichen Monozyten (ebenda), RAW264.7 Zellen 
(Langmann et al. 2005), Peritonealmakrophagen (Venkateswaran et al. 2000a) und 
Schaumzellen von arteriosklerotischen Zellen (Lorkowski et al. 2001).  
Diskussion 
 - 53 -  
Weitere Forschungsergebnisse zeigen, dass ABCG1 und ABCG4 wie ABCA1 zu 
einem vermehrten Cholesterinefflux von Zellen führen, indem HEK293 Zellen, 
versehen mit isotopischem HDL, kloniert und auf die Expression der cDNA 
untersucht wurden (Wang et al. 2004).  
Um die Frage zu klären, welche der ABCG1 Isoformen durch Retinoide in THP-1 
Zellen hochreguliert werden, wurden die ABCG1 Isoformen ABCG157B-E_AbD, 
ABCG157A-I_AbD, ABCG1819B-I9_AbD und ABCG1810A-I8_AbD durch Retinoide 
stimuliert.  
ABCG157B-E_AbD und ABCG157A-I_AbD wurden etwa gleich stark wie ABCG1 
durch 9-cis Retinsäure und ATRA stimuliert, die Isoformen ABCG1819B-I9_AbD und 
ABCG1810A-I8_AbD dagegen nicht. Die Expressionen der beiden Isoformen 
ABCG1819B-I9_AbD und ABCG1810A-I8_AbD wurden in unabhängigen Versuchen 
wiederholt gemessen, aber die Expressionswerte waren jedesmal so niedrig, dass 
die Werte ausserhalb des messbaren Bereiches lagen. Nur die beiden Isoformen 
ABCG157B-E_AbD und ABCG157A-I_AbD unterliegen einem Retinoideinfluss, der 
etwa genauso groß ist wie bei ABCG1. Deshalb werden die Isoformen 
ABCG157B-E_AbD und ABCG157A-I_AbD im fortlaufenden Text als 
retinoidsensitive Isoformen bezeichnet. 
Im Gegensatz zu den in vitro differenzierten menschlichen Makrophagen, bei denen 
ABCG1 stärker durch ATRA stimuliert wurde (Langmann et al. 2005), erbrachte die 
9-cis RA Stimulation von humanen monozytären THP-1 Zellen beim ABCG1-Gen 
und seinen retinoidsensitiven Isoformen eine stärkere Genexpressionserhöhung als 
durch ATRA.  
In dieser Versuchsreihe wurden die ABCG1-Isoformen auf ihre Expressionserhöhung 
nach einer Retinoidstimulation auch bei in vitro differenzierten Makrophagen 
untersucht und es zeigte sich, dass die Isoformen ABCG157B-E_AbD und 
ABCG157A-I_AbD stark durch 9-cis RA und durch ATRA hochreguliert wurden.  
9-cis Retinsäure hatte einen stärkeren Effekt. Die retinoidsensitiven Isoformen haben 
also auch einen Einfluss auf den Lipidstoffwechsel von Monozyten.  
Als letztes wurde die basale Expression der ABCG1 Isoformen in HepG2 Zellen 
untersucht. Da ABCG1 in der Leber vorkommt (Langmann et al. 2003), stellte sich 
die Frage, ob die Isoformen ABCG157B-E_AbD und ABCG157A-I_AbD, 
ABCG1819B-I9_AbD und ABCG1810A-I8_AbD ohne Retinoidstimulation in der 
Leber exprimiert werden. Es zeigte sich, dass die Isoformen ABCG157B-E_AbD und 
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ABCG157A-I_AbD nicht signifikant, aber nachweisbar, in den HepG2 Zellen 
exprimiert sind, die anderen beiden Isoformen nicht.  
Andere Forschungsergebnisse berichten, dass die basale ABCG1 Expression in 
HepG2 Zellen nicht hoch war und auch nach 48 stündiger Behandlung mit 
Oxysterolen nicht angestiegen ist (Venkateswaran et al.2000); dies lässt sich mit den 
Ergebnissen dieser Dissertation gut vereinbaren. 
Somit bestätigt sich die Theorie, dass es Isoformen von ABCG1 gibt, die ähnliche 
Eigenschaften wie ABCG1 im Cholesterinstoffwechsel haben, die durch Retinoide 
hervorzurufen sind. Dies könnte ein weiterer Hinweis darauf sein, dass ABCG1 einen 
Homodimerisierungspartner, zum Beispiel in ABCG157B-E_AbD und 
ABCG157A-I_AbD findet, zumal einige Funktionen der Gene und 72 % ihres 
Aminosäureaufbaus übereinstimmen (Annilo et al. 2001).  
Zusätzlich wäre es interessant, die Expression der beiden Isoformen ABCG157B-
E_AbD und ABCG157A-I_AbD unter Retinoidstimulation in Leberzellen zu messen. 
 
5.4 Promotorstudie in RAW264.7 Zellen zur Ermittlung der Lokalisation des 
Retinsäure-Responsive-Elements im ABCG1-Gen 
 
Mit Hilfe von Sequenzanalysen und Race-PCR zeigten Langmann und Kollegen, 
dass sich das erste Exon des humanen ABCG1-Gens 110 bp aufwärts vom ATG 
Startkodon erstreckt und dass die zum ersten Exon proximale 5´ Region den ABCG1 
Promotor enthält (Langmann et al. 2000). 
Sequenzanalysen dieser Region ergaben, dass die 5´ umgebende Region einen 
hohen Guanin-Cytosin Gehalt hat und dass der proximale Promotor keine TATA-box 
besitzt (ebenda). Des Weiteren wurde ein Sterol regulierendes Element (SREBP) an 
Position –166 entdeckt und ein NFY (Nuklear Faktor Y) an Position –198; diese 
Bindungsstellen könnten bedeuten, dass NFY und SREBP an der Sterol vermittelten 
Induktion von ABCG1 beteiligt sind, was wiederum auf die Bedeutung dieses Gens 
im Fettstoffwechsel hinweist (ebenda). In einer Promotorstudie mit Klonierung von 
Gensequenzen des ABCG1-Gens in RAW 264.7 Zellen, THP-1 Zellen und HepG2 
wurde herausgefunden, dass die stärkste Promotoraktivität im kürzesten 
Genkonstrukt (-234/+50bp) lag; die Promotorregion aufwärts –234 enthält 
möglicherweise ein „silencing“ Element, das die Transkription von ABCG1 
unterdrückt (ebenda). 
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Eine ähnliche Strategie wurde im Rahmen dieser Dissertation verfolgt, um erstmals 
die Auswirkung einer Retinoidstimulation auf die ABCG1 Promotoraktivität des 
humanen ABCG1-Gens in murinen Makrophagen zu untersuchen, und die 
Ergebnisse zeigen, dass das Retinoid-Responsive Element höchstwahrscheinlich in 
der Promotorregion (-500) abwärts vom Startcodons des ersten Exons des ABCG1-
Gens liegt; dadurch wird die These bestätigt, dass es eine Regulierungsstelle im 
ABCG1-Gen gibt, die auf Retinoide anspricht. Wie bei der Studie von Langmann 
(Langmann et al. 2000) nahm die Promotoraktivität mit den kürzer werdenden 
Konstrukten zu. Jedoch war die Promotoraktivität im Konstrukt 500 höher als im 
Konstrukt 250. Diese Ergebnisse liefern die Voraussetzung, um weiter in diese 
Richtung zu forschen. Vermutlich liegt das Responsive Element zwischen -250 und 
-500 bp oberhalb des Transkriptionsstartpunktes, aber näher an -250 bp.  
Der ATP-binding cassette transporter G1 beeinflusst den Cholesterin- und 
Phospholipidtransport in Makrophagen. Die Resultate dieser Arbeit liefern den 
Hinweis, dass Retinoide in den Fettstoffwechsel verwickelt sind, da ein bestimmter 
Genbereich zwischen -250 und -500 bp oberhalb des Transkriptionsstartpunktes auf 
die Stimulation mit Retinoiden anspricht.  
 
5.5 Promotorstudie in RAW264.7 Zellen zur Ermittlung der Lokalisation des 
Retinsäure-Responsive-Elements im CYP27A1-Gen 
 
In dieser Dissertation wurde erstmals die Genexpression des CYP27A1-Gens in 
THP-1 Zellen untersucht, die mit den Vitamin A-Metaboliten β-Carotin, 9-cis RA und 
ATRA stimuliert wurden. Die Hochregulierung von CYP27A1 ist von besonderem 
Interesse, da sie von allen Lipid- und Cholesterinstoffwechselgenen, die in dieser 
Dissertation untersucht wurden, am höchsten war und als einziges Gen von 
β-Carotin, der Vorstufe von Vitamin A, hochreguliert wurde.  
Das Retinsäure-Responsive-Element des Promotors dieses interessanten und bisher 
wenig erforschten Genes liegt im Bereich –191 bp abwärts des Startkodons des 
ersten Exons des CYP27A1-Gens. Wie bei den Experimenten mit THP-1 Zellen 
wurde der CYP27A1 Promotor am stärksten durch 9-cis RA stimuliert. Es wäre 
aufschlußreich, die Expressionsantwort des CYP27A1-Gens zusätzlich nach 
β-Carotin Stimulation zu untersuchen.  
Um das CYP27A1-Gen in die Vorgänge des Cholesterinstoffwechsels einzugliedern, 
ist es wichtig, seine Aufgabe in Monozyten und Makrophagen zu betrachten, bei 
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denen es für die mitochondriale Umwandlung von Cholesterin zu 
27-Hydroxycholesterin notwendig ist und so die erleichterte Diffusion von Cholesterin 
aus den Zellen erst ermöglicht. 
Da unsere Arbeitsgruppe mit Microarrays und mit Versuchen an in vitro 
differenzierten Makrophagen herausfand, dass LXRα durch Retinoide hochreguliert 
wurde, vermutete man, dass es eine indirekte oxysterolabhängige Aktivierung von 
Cholesterinstoffwechselgenen über LXRα und 27-Hydroxycholesterin gibt, die von 
Retinoiden angestoßen wird (Langmann et al. 2005). Die Ergebnisse dieser Arbeit 
erbrachten jedoch, dass LXRα in THP-1 Zellen auch unter Retinoidstimulation gar 
keine bzw. nur eine sehr schwache Genexpressionserhöhung aufweist, und dies, 
obwohl es bei den Microarrayuntersuchungen zu einer signifikanten Erhöhung der 
Genexpression gekommen war (ebenda). Der wichtigste Signaltransduktionsweg von 
ABCA1 scheint das direkte Binden von RAR/RXR Heterodimeren an das DR4 
Element im Promotor von Cholesterinstoffwechselgenen zu sein, und dieser Weg soll 
über LXR abhängige Mechanismen dominieren (Costet et al. 2003, Schwartz et al. 
2000). Indem Maus- und Peritonealmakrophagen mit ATRA, dem Haupt-RAR 
Liganden, behandelt wurden und der Cholesterinefflux nach Apo-AI gemessen 
wurde, wurde festgestellt, dass RAR Aktivatoren ABCA1 induzieren und den 
Cholesterinefflux von Makrophagen erhöhen (Costet et al. 2003). Die Arbeitsgruppe 
um Wang stellte bei Experimenten mit HEK293 Zellen fest, dass LXR und RXR 
Aktivierung zu vermehrtem Cholesterinefflux nach ApoAI und HDL führen (Wang et 
al. 2004). Diese Erkenntnisse ähneln den Ergebnissen dieser Dissertation, sind 
jedoch nur bedingt vergleichbar, da nicht HEK293 Zellen, sondern THP-1 Zellen 
verwendet wurden.  
Am stärksten von allen LXR Zielgenen wurden ABCA1 und ABCG1 durch ATRA  in 
murinen und menschlichen Makrophagen stimuliert (Wang et al. 2004). In dieser 
Dissertation wurden ebenfalls ABCA1 und ABCG1 durch ATRA und RXR in THP-1 
Zellen hochreguliert, am stärksten aber wurde CYP27A1 hochreguliert. 
Wang et al. stellten auch fest, dass RARγ und RXR den ABCA1 Promotor über ein 
DR4 Element aktivieren (ebenda). In anderen Untersuchungen an knock-out 
Mäusen, denen entweder LXR α oder LXR β oder aber beide Rezeptoren fehlten, 
wurde im Gegensatz dazu wieder gezeigt, dass einige Oxysterole und RXR 
spezifische Liganden die ABCG1 mRNA Expression über den Liver-X-Rezeptorpfad 
hochregulieren (Venkateswaran et al. 2000a).  
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Da die Resultate dieser Arbeit keine signifikante Genexpressionserhöhung von LXRα 
durch Retinoide erbrachten, weist dies eher auf das Überwiegen einer direkten 
RAR/RXR vermittelten Signaltransduktion hin, die eng mit der Aktivierung des 
CYP27A1-Gens zusammenhängen könnte. 
CYP27A1 stellt als Produkt (22)-OH-CH her, dies bewirkt wiederum eine LXR/RXR 
Aktivierung (Engel et al. 2001, Klucken et al. 2000). Alles weist darauf hin, dass 
CYP27A1 sowohl mit einem potentiellen LXR- als auch mit den RXR-Signalwegen 
zusammenhängt, wobei die RAR/RXR Signalwege vermutlich stärker begangen 
werden. 
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6 Zusammenfassung 
 
Im Rahmen dieser Dissertation wurde herausgefunden, dass Retinoide die 
Expression von Lipid- und Cholesterinstoffwechselgenen induzieren. Bei diesen 
Genen handelt es sich zum einen um ABC-Transporter, die den reversen 
Cholesterintransport aus Makrophagen vermitteln und mit dem erhöhten Lipidefflux 
aus Makrophagen verbunden sind. Zum anderen wurde durch Retinoidstimulation 
das CYP27A1-Gen stark exprimiert, ein Gen, das für ein Enzym der 
Gallensäurebiosynthese kodiert, dabei im ersten Schritt 22-OH-CH produziert und 
nun auch mit dem Cholesteringleichgewicht in Zellen in Verbindung gebracht wird.  
Die ABC-Transporterexpression wird über LXR/RXR und über den Weg der 
Stimulation durch Retinoide, wie in dieser Dissertation gezeigt wurde, und durch 
Oxysterole, dabei auch von dem Produkt der CYP27-Hydroxylase 22-OH-CH (Costet 
et al. 2000) geregelt. Da 22-OH-CH LXR/RXR aktiviert (Engel et al. 2001, Klucken et 
al. 2000) ist der Zusammenhang von CYP27 und ABC-Transportern offensichtlich.  
Die Frage, ob die Gene ABCA1 und ABCG1 direkt durch die Retinoid-Rezeptoren 
stimuliert werden, ist geklärt. Die Ergebnisse der Retinoidstimulation mit 
anschliessender Genexpressionsmessung erbrachten eine deutliche Expressions-
steigerung dieser Gene, und in der Promotorstudie am ABCG1-Gen wurde das 
Retinsäure-Responsive-Element eindeutig identifiziert.  
Aufgrund der Promotorstudie am CYP27A1-Gen lässt sich vermuten, dass es einen 
zusätzlichen Signaltransduktionsweg über CYP27A1 gibt, der mit dem RAR/RXR 
Signaltransduktionsweg verbunden ist. 
Zusammenfassend kann man sagen, dass Retinoide starke Induktoren von 
menschlichen Lipidstoffwechselgenen sind und zwar speziell von Genen, die mit dem 
reversen Cholesterintransport und mit dem erhöhten Lipidefflux von Makrophagen 
verbunden sind. Eine bedeutende Nebenwirkung von Retinoiden, zum Beispiel von 
ATRA, das als Bestandteil von Medikamenten gegen verschiedene Formen von 
Krebs eingesetzt wird (Soprano et al. 2004), ist die Entwicklung einer 
Hypertriglyceridämie. Daher scheint ATRA auf den ersten Blick nicht geeignet zu 
sein für eine antiatherogene Therapie. 
Aber auf der Basis dieser Ergebnisse könnte die Entwicklung von selektiven 
Retinsäurerezeptoragonisten, die die Hochregulierung antiatherogener Gene fördern, 
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ohne jedoch den Triglyceridspiegel zu beeinflussen, ein nützliches Mittel für die 
Behandlung oder Vorbeugung von Arteriosklerose sein. 
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8 Anhang 
 
8.1 Abkürzungsverzeichnis 
 
 
22-OH-CH 22 Hydroxycholesterin 
27-OH-CH 27 Hydroxycholesterin 
9-cis RA 9-cis-Retinsäure 
ABC8 ABCG1 
acLDL Acetylated low density lipoprotein 
ATRA  All-Trans-Retinsäure 
bp Basenpaare 
BSA Bovines Serumalbumin 
bzw.  beziehungsweise 
CaPO4 Calziumphosphat 
cDNA komplementäre DNA 
CMV Cytomegalievirus 
CYP27 Gen Sterol 27-Hydroxylase Gen 
DMEM Dulbecco´s Modified Eagl´s Medium 
DMSO Medium Dimethylsullfoxyd Medium 
DNA Desoxyribonukleinsäure (acid) 
e-LDL enzymatically modified low-density lipoprotein 
EPA Eicosapentaenoic acid 
FKS Fetales Kälberserum  
GITC Guanidinisothiocyanat 
hABCA1 humanes ABCA1 
HEK 293  Human embryonal kidney cells 
HepG2 Hepatocellular carcinoma, human 
HMG-CoA β -Hydroxy-β-Methyl-Glutaryl-Coenzym A 
HNF4 Hepatozyten Zellkernfaktor 4 
kDa Kilo Dalton 
LDL Low density lipoprotein 
LPS Lipopolysaccharide 
LXR Liver - X - Rezeptor 
M-CSF Monocyte colony stimulating factor 
MEM Medium Minimum essential Medium 
MgCl Magnesiumchlorid 
Min. Minuten 
m-RNA messenger RNA 
NBD Nukleotidbindungsdomäne 
NFY Nuclear factor Y 
nm Nanometer 
ox-LDL Oxidiertes LDL 
PBS Phosphat buffered saline 
PCR Polymerase chain reaction 
RAR Retinsäurerezeptor 
RAW 264.7 Zellen Murine Makrophagen 
RNA Ribonukleinsäure 
Rnase Ribonuklease 
rpm Rounds per minute 
RPMI Medium Rosewell Park Memorial Institute Medium 
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Rt Raumtemperatur 
RT Reverse Transkriptase 
RXR Retinoidrezeptor-Protein (Retinoid-X-
Rezeptor) 
Sek. Sekunden 
SRE Sterol regulatory element 
SREBP Sterol regulatory element binding protein 
THP-1 Zellen Humane monozytäre Leukämiezellen (human 
acute monocytic leukemia cell line) 
TMDs Transmembrandomänen 
TNF α Tumornekrosefaktor α 
U/min Umdrehungen pro Minute 
β -Gal β –Galaktosidase 
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